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INTRODUCCION
1.- IN TR O D U C C IO N  AL M O D ELO  E X P E R IM E N T A L  DE DIETA A 
T IE M P O  R E S T R IN G ID O .
El desarrollo de la investigación en nutrición se ha 
centrado durante  muchos años en el estab lecim iento de los 
re q u e r im ie n to s , ta n to  c u a n tita t iv o s  com o c u a lita tiv o s .  
R e c ie n te m e n te  han recib ido m ayor a ten c ió n  los efectos  
metabólicos de nutrientes específicos . En estos últimos años ha 
cobrado gran im portanc ia  el estudio  de los patrones de 
alimentación y su relación con el metabolismo. Probablemente, los 
relacionados con la lipogénesis sean los que han sido estudiados 
más profundam ente . Existen muy buenas revisiones en el área  
entre las cuales  podem os destacar las de Fabry (1967 ) y 
Tepperman (1964).
La d ieta a tiempo restringido, objeto fundamental de 
nuestro estudio, consiste en limitar el acceso a la comida del 
anim al a un corto período de tiem po . El efecto sobre la 
lipogénesis de la d ieta  a tiem po restringido fue observado  
in icialm ente por D ickerson et a l .  (1 9 4 3 ) y por Tepperm an y 
Tepperm an (1968); estos estudios fueron efectuados en hígado. 
Hollifield y Parson (1 9 6 2 ) señalaron que p arec ía  existir un 
aumento en la velocidad de síntesis de lípidos en el tejido adiposo
de ratas som etidas a dieta a tiempo restringido. El trabajo de 
estos investigadores demostró que el metabolismo de las ratas 
a lim en tad as  periód icam ente era d iferen te  al de las ratas 
alim entadas " ad libitum".
Los estudios del cociente respiratorio realizados por 
Tepperm an y colaboradores en 1943 sugerían que la síntesis de 
lípidos en el animal estaba muy acelerada por la dieta a tiempo 
restringido. Los trabajos de Cohn et a l . (1965) demostraron que si 
la cantidad de comida que se les administraba a las ratas era la 
misma, tanto para las alimentadas a lo largo de todo el día, como 
para las alimentadas tan solo durante un período de tiempo (dieta 
a tiempo restringido), estas últimas generaban una gran cantidad 
de grasa y se hacían obesas. Los trabajos de Leveille (1970) 
demostraron, por otro lado, que el tejido adiposo blanco era mucho 
más activo en la síntesis de lípidos que el hígado.
1.1.- Algunos aspectos particulares de las ratas sometidas a dieta 
con tiempo restringido.
1.1.1.- Peso de la rata y  consumo de comida.
Los trabajos anteriorm ente citados de Cohn et a l, 
(1965) y Hollifield y Parson (1962) postulaban que las ratas
sometidas a dieta a tiempo restringido deberían hacerse obesas. 
Como sabem os la hiperfagia es uno de los factores fundamentales 
en el desarrollo de la obesidad. Leveille (1970) demostró, que 
estas ratas consumen menos comida que las controles. Las ratas 
pierden peso inicalmente (período de adaptación a la nueva dieta) 
pero seguidam ente aumentan de peso hasta mantener los mismo 
valores que las ratas control. Si tenem os en cuenta que la 
ganancia de peso fue llevada a cabo con una ingesta del 75-80%  
con respecto a la de los animales control, podemos inferir que los 
anim ales sometidos a una dieta a tiempo restringido utilizan la 
com ida más eficientem ente que las ratas alim entadas ad libitum 
(sin hacerse obesas). Estos resultados concuerdan con los de Cohn 
et a l.(1965) que ya demostraron que tales ratas tienen aum entada 
su capacidad para el almacenamiento de energía.
Los resultados de Leveille contrastan sin embargo con 
los de Hollifield y Parson (1962), quienes postulaban que las ratas 
en dieta a tiempo restringido consumían mayor cantidad de comida 
que las ratas controles. Los trabajos de Leveille concuerdan con 
los de Stevenson et a l . (1964).
Las razones para este aum ento en la eficiencia  
metabólica permanecen oscuros. No se debe soslayar el hecho de
que existe un lógico descenso en la actividad física de las ratas, 
lo cual podría ser parcialmente responsable de la mejora en la 
utilización de la energ ía  (Leveille y O'hea, 1967). Pero aún 
considerando este hecho, no se explica com pletam ente  el 
problema.
1.1.2- Hipertrofia de! tracto digestivo y  absorción de glucosa.
El tracto digestivo sufre una adaptación aumentando 
en tamaño y por tanto aumentando su capacidad física y su área de 
absorción. El tamaño del intestino delgado se incrementa en un 
4 0 %  (Leveille  1970). Estos resultados coinciden con los de 
Tepperman y Tepperman (1958) y demuestran que la absorción de 
glucosa esta acelerada en las ratas sometidas a dieta a tiempo 
restringido. Esto implica que los tejidos de estas ratas deben  
adaptarse para poder responder ante este aumento de glucosa por 
unidad de tiempo.
1.1.3.- Metaboíización de la glucosa.
Los trabajos de Leveille (1970) mostraron que los 
niveles de glucosa en sangre tras la ingesta eran inferiores en 
ratas con dieta a tiempo restringido, pese a que la absorción de 
glucosa está, como decíamos anteriormente, acelerada en estos 
animales. De todo esto se desprende que, razonablemente, los 
tejidos periféricos de las ratas con dieta a tiempo restringido 
convierten una considerable cantidad de esta glucosa en formas de 
almacenamiento: glucógeno y lípidos.
Tepperm an et a l .  (1943) y Leveille (1970) mediante 
medida del cociente respiratorio postulan que durante las ocho 
primeras horas tras la realimentación hay un gran aumento en la 
lipogénesis. En el período comprendido entre 8 y 14 horas el 
d es c e n s o  en el co c ien te  resp ira to rio  su g ie re  que los 
carbohidratos, posiblemente glucógeno y lípidos, están sirviendo 
como energía de oxidación. A partir de las catorce horas después 
del inicio de la ingesta hasta la s iguiente, Leveille (1970)  
considera que la fuente fundamental de energía son los lípidos.
1.1 .4- Síntesis de lípidos en ratas som etidas a dieta a tiempo 
restringido.
Los estudios efectuados en animal entero por Leveille 
en tejido adiposo blanco y músculo diafragm ático de ratas 
som etidas  a d ieta  a tiem po restringido, dem uestran  una 
acumulación mayor de glucógeno que en las ratas controles. Sin 
embargo, los hígados de las ratas controles sintetizaron más 
glucógeno que los hígados de las ratas a dieta de tiempo 
restringido. Debem os constatar el hecho de que, en ratas 
mantenidas en ayuno durante 22 horas, Brise y Okey (1965) y 
Tepperman y Tepperman (1958) hallaron mayor concentración de 
glucógeno hepático en las ratas con dieta a tiempo restringido. 
Leveille (1970) postuló que el tejido adiposo blanco de las ratas 
objeto de nuestro estudio es responsable de la síntesis de, 
v ir tu a lm e n te ,  todos los líp id o s  fo rm ad o s , d u ra n te  e 
inmediatamente después de la ingesta.
Han sido numerosos los estudios efectuados "in vitro" 
demostrando la superior capacidad lipogénica del tejido adiposo 
en ratas con dieta a tiempo restringido. (Hollifield y Parson, 
1972; Leveille y Hanson, 1985; Stevenson et al 1964). Estos tra-
bajos sobre hígado y tejido adiposo blanco de ratas sometidas a 
dieta a tiempo restringido confirman los hallazgos de Brise et al 
(1965) y Tepperman y Tepperman (1958).
El hígado solo tiene una capacidad lipogénica mayor 
que la del tejido adiposo cuando los animales, tanto de uno como 
de otro tipo de alimentación, son sometidos a ayuno. En este caso, 
los animales con dieta a tiempo restringido sintetizan también  
más lípidos que los animales con dieta "ad libitum".
1 .1 .5 .- A daptación enzim ática  en ra tas  con dieta a tiem po  
restringido.
Lógicamente las adaptaciones fisiológicas inducidas 
por dieta a tiempo restringido que hemos descrito más arriba 
deben estar acom pañadas por los correspondientes cambios  
enzim áticos .
Dentro del estudio de los enzimas encargados de la 
fosforilación de la glucosa y su conversión a glicerofosfato y 
piruvato debem os destacar los trabajos efectuados por Leveille 
(1 9 7 0 ) .  Este autor describ ió  por p rim era  vez que la 
«¿-glicerofosfato deshidrogenasa y la piruvato kinasa mostraban
un incremento de su actividad en ratas alimentadas mediante 
dieta  a tiem po restringido, mientras que la actividad de la 
fosfofructokinasa perm anecía  inmodificada.
Los enzim as más directamente relacionados con la 
biosíntesis de lípidos fueron también medidos por este autor, 
hallando un aumento del 100%  en su actividad; fueron estudiados: 
la citrato liasa, la acetil CoA carboxilasa y la sintetasa de los 
ácidos grasos. S iendo el aumento más importante el de la 
actividad de la citrato liasa. Posteriorm ente hablaremos con 
mayor extensión de este punto.
Debemos recordar, que la disponibilidad de NADPH  
es necesaria para la biosíntesis reductiva de los ácidos grasos. 
Tepperman y Tepperman (1958 a y b; 1964) estudiaron la actividad 
enzimática del ciclo de las pentosas en el hígado de animales en 
diferentes estados lipogénicos. Tepperm an y Tepperm an (1958a) 
también observaron un aumento importante en la actividad del 
enzima málico bajo las mismas condiciones. Los trabajos de Flatt 
y Ball (1964) y Rognstad y Katz (1966) demostraron que la vía de 
las pentosas en tejidos adiposo blanco no podía generar más del 
50%  de los NADPH necesarios para la biosíntesis de lípidos. Young 
et al. (1964), Wise y Ball (1964), Pande et aL(1964) y Ballard y
Hanson (1967) propusieron el llamado ciclo de transhidrogenación 
como fuente alternativa de NADPH en el tejido adiposo.
Los estudios de Leveille en tejido adiposo de ratas 
sometidas a dieta a tiempo restringido demuestran un aumento de 
la piruvato carboxilasa y enzima málico, dos de los enzimas del 
ciclo de las transdeshidrogenación.
Como resumen de los cambios metabólicos que se dan 
cita en las rat^s som etidas a d ieta  a tiem po restringido  
consideram os de gran interés el siguiente esquem a sobre la 
biosíntesis de lípidos en el adipocito de ratas sometidas a dieta a 
tiempo restringido (figura 1). Las líneas gruesas simbolizan los 
pasos enzimáticos con aumento de la actividad como consecuencia 
de la dieta a tiempo restringido. El enzima inicial encargado de la 
m etabolización de la glucosa , la hexokinasa, aum enta  su 
actividad; así como lo hace la piruvato kinasa. Estos cambios 
producen un aumento de la transformación de glucosa en piruvato 
y acetil-CoA.
El aumento en la actividad de los enzim as citrato 
liasa, acetil CoA carboxilasa y la sintetasa de ácidos grasos da 
lugar obviamente a un aumento en la síntesis de ácidos grasos a 
partir del acetil CoA. Esta rápida formación de ácidos grasos se
FIGURA 1
INSULINA
GLUCOSA MEMBRANA DEL
ADIPOCITO
PIRUVATO
ACETIL Co A
OXALACETATO
CITRATO^
FADH
GLUCOSA, n GLUCOGENO-n a d p
NADPH GLUCOSA 6-P>
ÑADI 
NADPH
b-FOSFOGLUCONATO
No,
“GLUCOSA 1-P
UDPG
A *
Y
PENTOSA\
^FRUCTOSA 6-P
ti
FRUCTOSA 1,6-P
GLICERALDEHIDO 3-P*<— HjIHIDROXIACETON.
f ÑADÍ ^  ;NADH
y ^  NADH
FOSFOENOLPIRUVATO
ÜAD+
o( - g l T c í ^ o l - p
NAD_ NADH 
LACTATO^
MITOCONDRIA
RICLICERIDO
^LATO [
CO.. A X7AT^ + a c i d o  g r a s o
¿ / NAD 
. - NADH
NADPH NADP
>-P IRUVATO ----- rr-----MAL A
OXALACETATO
CITRATO
A
/ \  MALON ILA C2ACETIL Co
Co A
c o ^ H  Í NAD+ /  c o - 4  N£ DP+
z  y *NADK / 2 y ^ N A
C< -CETOGLUTARATQ
NADPH 
-CETOGLUTARATQ
- 1 0 -
encuentra apoyada por el aumento en la producción de equivalentes 
reductores (N AD PH ), los cuales se generan en el ciclo de las 
pentosas y en el ciclo de las transdeshidrogenasas. Por último, el 
aumento en la actividad de laci-glicerofosfato deshidrogenasa  
permite una mayor producción de oi-glicerofosfato, necesario para 
esterificar los ácidos grasos recién sintetizados.
Por último y para terminar con el problema de los 
equivalentes reductores, debem os traer a colación un trabajo 
reciente de Cassaza y Veech (1986). Estos autores han observado 
que la actividad de los enzimas de la parte no oxidativa del ciclo 
de las pentosas es suficiente para mantener las condiciones de 
equilibrio del ciclo, tanto en animales en ayuno como en ratas 
alimentadas "ad libitum". Subsecuentem ente las concentraciones  
de los in term ediarios  del ciclo de las pentosas, fructosa  
6-fosfato y gliceraldehido 3-fosfato son in terdependientes en 
estos animales. Sin embargo, los animales alimentados mediante 
un patrón de comidas restringido y con una dieta de bajo contenido 
en grasa y alto en carbohidratos arrojaron resultados distintos. 
Bajo las condiciones arriba relatadas los intermediarios del ciclo 
de las pentosas tienen aumentada su concentración 25 veces por 
encima de los valores observados en animales ayunados.
1.1.6.- Efecto de ¡a composición de la dieta en la adaptación a la 
dieta a tiempo restringido.
El hecho de que administrando una dieta rica en grasas 
se produzca una depresión de la lipogénesis en ratas alimentadas 
"ad libitum", ha sido descrito por muchos autores, tanto en hígado 
(Brise y Okey 1956; Hill y cois. 1958; Hill y cois 1960; Masoro y 
cois 1950; Whitney y Roberts 1955) como en tejido adiposo 
(Hansbberger y Milstein 1955; Leveille y Hanson 1966). En ratas 
sometidas a dieta a tiempo restringido se obtuvieron resultados 
similares (Leveille 1970). Estos resultados sugieren que la 
reducción en calorías procedentes de carbohidratos, compensada  
por aumento en el contenido de grasa o proteína, es el factor 
fundamental responsable de la depresión en la síntesis de lípidos. 
Hay que tener en cuenta que la sustitución de los equivalentes 
calóricos de carbohidratos  por grasa , d ism inuye más la 
lipogénesis que la sustitución por proteínas. Lo cual hace pensar 
que la grasa posee un efecto inhibitorio específico sobre la 
lipogénesis.
2. R E G U LA C IO N  DEL M ETA B O LISM O  DE LOS C A R B O H ID R A TO S  
Y L IP ID O S D U R A N TE EL PER IO D O  P O S T A B S O R T IV O .
El hecho de utilizar la realimentación de la rata como 
parte importante de nuestros modelo experimental, nos obliga a 
efectuar un somero repaso al problema de la regulación del 
metabolismo de los carbohidratos y lípidos durante los estadios 
iniciales del período postabsortivo.
2 . 1 La paradoja de la glucosa.
Como sabemos, el hígado contiene la totalidad de 
e nz im a s  necesarias  tanto para  la s íntesis  com o para  la 
degradación de glucosa y lípidos. Es el órgano gluconeogénico más 
importante. Al mismo tiempo, es el tejido "princeps" en la 
síntesis de triacilglicéridos en el hombre, cerdo y pollo.
Es obvio que la realimentación tras el ayuno está
seguida por un rápido aumento en los niveles de glucógeno
hepático.
La idea de que la glucosa captada por el hígado sirve
como sustrato principal y precusor directo del glucógeno y
lípidos, la podemos hallar en muchos libros de texto. Sin embargo, 
observaciones efectuadas en los últimos años ponen en duda estos
conceptos (figura 2). Existen en la actualidad poderosas razones 
para suponer que. incluso ante una carga oral de glucosa la 
m ayoría del glucógeno hepático procede de metabolitos de tres 
carbonos .como el lactato.o de la fructosa. El lactato es,además, 
mejor sustrato para la lipogénesis hepática que la glucosa. Es 
lógico, por tanto, que esta supuesta vía indirecta, aparentemente  
ineficiente y de mayor gasto energético, se haya denominado la 
paradoja de la glucosa ("glucose paradox", Riesentfeld et al , 1981 
y Boyd et al 1981).
2.2.- Captación de glucosa por el hígado v síntesis de glucógeno 
“in vitro”
Uno de los primeros hallazgos que pusieron a los 
investigadores sobre la pista, fue el hecho de que en hígado 
perfundido de rata y en hepatocitos aislados a concentraciones  
fisiológicas, la glucosa era un precusor muy mediocre para la 
síntesis de glucógeno. Sin embargo, la formación de éste a través 
de precusores gluconeogénicos era muy alta. Estos hallazgos, 
establecidos inicialmente por Seglen (1974) han sido ampliamente 
confirmados por Hems (1972); Katz et a l .  (1978  y 1979);Boyd
(1981 ).
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Desde hace mucho tiempo se sabe que en ratas la 
fructosa es mejor precusor de glucógeno hepático que la glucosa. 
Esto ha sido también demostrado en humanos.
2.3. Lipogénesis hepática.
Los hepatocitos de ratas alimentadas con una dieta 
con alto contenido en carbohidratos, tienen una gran capacidad 
lipogénica.
El contenido hepático de hexokinasa es muy bajo, 
siendo la g lucok inasa  la e n z im a  m ás im po rtante  en la 
fosforilación de la glucosa (Weinhouse, 1976). En la rata, este 
enzima no se afecta por períodos de ayuno de hasta 20 horas 
(N ew gard  et a L  1 9 83 ). Su actividad dism inuye con ayunos  
prolongados de 48 -72  horas y en la diabetes (Weinhouse, 1976). 
Sufre una cierta elevación en dietas ricas en carbohidratos. Su Km 
es 5 mM , (Storer y Cornish-Bowohn, 1976). Su actividad máxima 
es considerablem ente inferior a la velocidad de formación de 
glucógeno observada "in vivo" (Weinhouse, 1976). Los resultados 
hallados por Katz y McGarry (1984) indican la existencia de otro 
enzim a fosforilante para la glucosa con un Km más elevado. 
Nordile (1974) sugirió que este enzima podría ser la g lucosa-6 -
fosfatasa rmcrosomal con el pirofosfato o el carbamil fosfato 
actuando como dadores de energía. No se tienen, sin embargo, 
hasta el momento, pruebas concluyentes sobre el particular.
La limitada capacidad para la utilización de la glucosa 
hepática por la rata [y probablemente también por el hombre 
(Lauris y Carhill 1966)] es debido probablemente, a el bajo nivel 
de glucokinasa, combinado con las velocidades variables de ciclos 
fútiles causadas por la actividad de la glucosa 6~fosfatasa. Esto 
nos conduce a un nuevo problema: la regulación de la glucosa 6 
fosfatasa. Si durante la transición del ayuno a la alimentación la 
mayor parte de la glucosa-6-fosfato es de origen gluconeogénico 
¿cómo es posible que éste metabolito situado en un lugar central 
en el metabolismo de la glucosa sea desviado hacia la formación 
de glucógeno?. Una de las respuestas a esta pregunta fue hecha por 
Hems en 1976. Según este autor la glucosa causa una activación de 
la síntesis de glucosa secundariamente a una inhibición de la 
glucógeno fosforilasa. Esto se supone que "tiraría" de la 
U D P-g lucosa y de la glucosa-6-fosfato hacia glucógeno. La 
predecible ca ída en la concentración de glucosa-6-fosfato se 
considera suficiente para atenuar el flujo de glucosa-6-fosfato  
(via glucosa 6 fosfatasa) . Otra respuesta, desde un punto de vista 
opuesto, es la de que ante una carga de glucosa, la glucosa-6-
fosfato es "empujada" a glucógeno como resultado de la inhibición 
de la g lucosa-6-fosfatasa ( El- Refai y Bergman, 1976). Estudios 
más recientes (Niewoehner, 1984 y Newgard, et al 1984) sugieren 
que ambos mecanismos pueden coexistir.
Los resultados de estos últimos trabajos parecen  
indicar que, además de causar activación de la glucógeno sintasa, 
las so b recarg as  de g lucosa  producen una inhibición (o 
desactivación) de la hidrólisis de la glucosa -6-fosfato. Katz et al. 
(1978) y Okajima et a l . (1979) han observado un fenómeno similar. 
Am inoácidos y ácido m ercaptopicolínico desvían  la glucosa  
6-fosfato de la formación de glucosa hacia la de glucógeno, 
mediante acción sobre la gluconeogénesis. Concomitantemente se 
produce un aumento de los niveles de la hexosa fosfato.
Arion y co labo rad ores  (1 9 8 0 )  hallaron que la 
fosfohidrolasa por sí misma es un enzima no específico situado en 
la luz del retículo endoplasm ático. La especific idad para la 
glucosa-6-fosfato se la confiere la presencia en la membrana de 
una tran s lo c as a  que tran sporta  la g lu c o s a -6 -fo s fa to  del 
compartimento extremicrosomal al intramicrosomal.
Katz y McGarry (1984) postularon que la traslocasa, 
más que la fosfohidrolasa está sujeta a regulación metabólica.
Sin e m b a rg o , la g lu c o s a  es un s u s tra to  I ¡ pog é n ico 
cuantitativamente poco importante, muy inferior al lactato (Clark 
et al, 1974). A unque la presencia  de glucosa estimula la 
l ipogénesis, al igual que en la s íntesis  de glucógeno, la 
contribución de los carbonos de la glucosa a la lipogénesis es 
mucho menor que la del lactato. También se ha visto "in vivo", que 
la síntesis de ácidos grasos en hígado se nutre fundamentalmente 
de glucógeno y lactato y no de glucosa (Hems et a l,1972, Baker et 
al v 1978).
2.4. Utilización hepática de la glucosa.
El problema de la cantidad de glucosa utilizada por el 
hígado y la fracción que formará parte del glucógeno hepático no 
es de fácil respuesta. Existen diversos problemas de índole 
técnico que han retrasado sensiblemente el adecuado estudio del 
tema. Los trabajos efectuados en hombre, Radziuk (1982) y 
Ferrannini et a l , (1985) y en perro t Stevenson et a l . (1985)  
indicaron que tan sólo un cuarto del glucógeno formado procede de 
la glucosa, a través de la v ía  hasta ahora considerada más 
importante (Glucosa —> glucosa - 6 - P - > G lu c o s a  1-P -->  UDP  
-G lu c o s a  - >  glucógeno.)
Estudios efectuados en animales en ayunas, a los que
se les administraba ^ C y ^ H  establecieron firmemente que, 
incluso en presencia de una carga de glucosa, el glucógeno  
hepático procede fund am enta lm ente  de m etabolitos de tres 
carbonos en lugar de proceder de la molécula completa de glucosa 
(Katz et al, 1986). Los experimentos llevados a cabo por Radziuk
(1982) en humanos también demostraron que, después de una carga 
de glucosa, la mayor parte del glucógeno hepático no procedía 
directamente de la glucosa.
2.5.- La paradoja de la fructosa 2.6 bisfosfato.
La concentración de fructosa 2 ,6  bisfosfato en el 
hígado es alta durante la ingesta y desciende con el ayuno, lo cual 
concuerda con sus conocidas propiedades como activador de la 
fosfofructoquinasa e inhibidor de la fructosa 1,6 bisfosfato (Hers 
y Van Schafringen, 1982). Sin embargo, cuando ratas ayunadas se 
las realim enta , la concentración hepática  de fructosa 2 ,6  
bisfosfato aum enta. Dependiendo de la dieta usada varía  la 
velocidad de aumento de la concentración hepática de la fructosa 
2,6 bisfosfato . Con pienso normaí, o tras la administración de 
glucosa pura [Kuwasima et al .(1984), Claus et al, (1984)], hay un 
retraso de 2-3 horas antes de que la concentración de fructosa 2,6
bisfosfato comience a aumentar. Sin embargo se pueden obtener 
valores elevados de ratas alimentadas después de una hora de 
realimentación con una dieta rica en sacarosa [Kuwasima 1986].
Katz y colaboradores (1986) se preguntan como puede 
el glucógeno hepático ser formado tan eficientem ente por los 
precusores de tres carbonos habiendo unas concentraciones de 
fructosa 2.6-bisfosfato que, según los estudios efectuados ’ in 
vitro',' deberían producir una completa inhibición de la fructosa 1,6 
bisfosfatasa. Quizás algún otro mecanismo regulador anula el 
efecto de inhibición de la fructosa 2,6-bisfosfato en el paso de 
fructosa  1 ,6 -b is fo s fa to - -> fru c to s a -6 - fo s fa to .
Otra explicación podría ser la teoría de las zonas  
hepáticas. Como sabemos, los hepatocitos son tanto desde el punto 
de vista morfológico como enzimático, células muy heterogéneas  
[Sungermann y Katz (1982)]. Estos autores proponen que las 
cé lu las  periporta les  son fu n d am en ta lm e n te  g luconeogén icas  
m ientras  las cé lu las  p er iven o sas  son p red o m in an tem en te  
glicolíticas. Las células comprendidas entre estas dos zonas  
tendrían patrones metabólicos intermedios.
Pilkis et al. (1985) y Soley et al. (1985) proponen que
la glucosa es captada y glicosilada a lactato en la zona periveno- 
sa. El lactato es posteriorm ente  transportado por el flujo 
sanguíneo  y recogido por los hepatoc itos  periporta les  y 
transformado en glucógeno. Presumiblemente son los hepatocitos 
perivenosos los que contienen la m ayo ría  de la fructosa
2.6-bisfosfato
2.6- Origen del lactato
Com o ya hem os re la tado an terio rm en te  la via 
fundamental de conversión de glucosa en glucógeno hepático 
transcurre indirectam ente con la división de la glucosa en 
unidades de tres carbonos, principalmente lactato. El recambio de 
lactato en el animal ayunado es del mismo orden que el de glucosa 
(Okajima et al , 1981). Después de una sobrecarga de glucosa hay 
un marcado incremento en la concentración de lactato circulante ( 
Newsgard et al ,1983) (Radziuk e Inculet 1983).
Sin embargo el lugar o lugares donde se lleva a cabo la 
conversión de glucosa en lactato permanece desconocido. Katz et 
a l.(1986) consideran que los eritrocitos , intestino y músculo 
serían los candidatos lógicos.
3. B IO S IN T E S IS  DE L IP ID O S
3.1.- Introducción a la biosíntesis de los lípidos.
Muchos anim ales y también el hombre toman sus 
alim entos en comidas espaciadas y por lo tanto, necesitan  
almacenar mucha de la energía de su dieta para usarla entre las 
comidas.
La biosíntesis de los lípidos produce la conversión de 
la glucosa y de intermediarios como el piruvato y acetil CoA en 
grasas.
C o m o  p o s t e r io r m e n t e  p o d r e m o s  o b s e r v a r  
experim enta lm ente , la síntesis de los triaciIglicéridos es un 
proceso m etabólicam ente  muy activo en los an ím ales . Los 
triacilglicéridos son depósitos muy concentrados de energía  
m etabólica puesto que están reducidos y anhidros. Su valor 
calorígeno es más del doble (9 ,3  Kcal/gr) que el de los 
carbohidratos y las proteínas (4 Kcal/gr). La causa de la gran 
diferencia existente radica en el hecho de que los ácidos grasos 
están fuertemente reducidos. Además los triacilgicéridos son muy 
polares y por ello son almacenados en una forma casi anhidra. El 
triacilglicerato es por tanto la form a más concentrada para  
almacenar la energía en los organismos superiores.
C om o sabem os, en los m am íferos el centro principal de  
acumulación de triacilglicéridos en el citoplasma de las células 
grasas o adipocitos.
3.2. Caracterización de la via.
El acetil CoA es el metabolito a partir del cual tiene 
lugar la formación de los ácidos grasos. Todo el proceso  
biosintético es llevado a cabo en el citosol, sin embargo, 
prácticam ente  la to ta lidad del acetil C oA  em pleado  en el 
metabolismo procede de la mitocondria, bien en la oxidación del 
piruvato, o en la degradación de los esqueletos carbonados de los 
aminoácidos. El acetil CoA no puede atravesar la m embrana  
mitocondrial, por lo que es necesaria la participación de un 
sistema en lanzadera para transferir el grupo acetil a través de 
dicha membrana. El acetil Co A reacciona en primer lugar con el 
oxalacetato formando citrato (primera e tapa  del ciclo de los 
ácidos tricarboxilicos) por acción de la citrato sintasa.
Acetil CoA + Oxalacetato + H2 O  > Citrato + CoA + H+ .
%
Una vez formado el citrato, este pasa desde la matriz 
al citosol a través de la m em brana mitocondrial interna, con 
ayuda del sistema de transporte del tricarboxilato (figura 3). El
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citrato reacciona una vez situado en el citosol con el CoA
formándose nuevamente acetil CoA. Esta reacción está catalizada 
por la citrato liasa
Citrato + ATP + CoA ..................> Acetil CoA + ADP + Pi+
Oxalacetato .
El oxalacetato formado tiene que ser reducido a
malato para poder atravesar la membrana mitocondrial. Asi pues, 
es reducido por la malato deshidrogenasa y retorna a la 
mitocondria por la via de transporte del dicarboxilato, de donde se 
reoxida a oxalacetato, con lo que se completa la conexión.
H ab íam os de jado al acetil CoA en el citosol, 
procedente de la matriz mitocondrial. El acetil CoA se carboxila y 
rinde malonil CoA, que es el precursor inmediato de 14 de los 16 
átomos de carbono del ácido palmítico, esta reacción tiene un 
carácter irreversible y está cata lizada por la carboxilasa del 
acetil CoA en una reacción irreversible.
ATP + Acetil CoA + GO 2  + H 2 O -> malonil CoA + AOP + Pi +
H+
El C O 2  se transforma en el grupo carboxilato libre del malonil 
CoA.
La acetil CoA carboxilasa es una enzima muy compleja 
.Uno de sus constituyentes fundamentales es la biotina. El grupo
biotinilo de esta molécula actúa como un brazo oscielante que 
transporta el C O 2  al acetil CoA. La energía necesaria para unir el
grupo carboxilo al acetil CoA la proporciona el ATP. La acetil CoA 
carboxilasa regula la velocidad de síntesis de los ácidos grasos en 
los tejidos animales. Es, por tanto, un enzima metabólicamente  
muy importante; es activado por el citrato, convirtiéndose en su 
presencia en un polímero filamentoso muy activo. Cuando aumenta  
el nivel de citrato en la mitocondria, cosa que suele ocurrir 
cuando hay una velocidad elevada de formación de acetil CoA 
mitocondrial y de ATP, el citrato sale de la mitocondria y se 
transforma en el precursor del acetil CoA citosólico y, al mismo 
tiempo, en la señal alostérica para la activación de la carboxilasa 
del acetil CoA. El palmitoil CoA y otros acil CoA de larga cadena  
producen inhibición sobre este enzim a. Cuando estudiemos la 
regulación de esta vía volveremos sobre el tema.
3.3.- Sintetasa del ácido graso.
En los anim ales superiores la sintetasa del ácido 
graso constituye un com plejo  m ultienzim ático , el cual a 
diferencia de las bacterias, plantas y otras formas inferiores
pierde actividad si es sometida a división. Esta macromolécula 
esta formada por siete enzimas. En el centro del complejo se 
encuentra la protema portadora del acilos (ACP) a la que se unen 
por covalencia los intermediarios acilo de la síntesis del ácido 
graso. Esta proteina tienen como grupo prostético a la 
4 ’-fosfopanteteína que forma también parte de la estructura del 
acetil CoA. La función de la proteina portadora de acilos es 
esterificar a los intermediarios acilados durante la serie de 
reacciones tendentes a construir la cadena hidrocarbonada del 
ácido graso. Se postula que la 4 '-fosfopanteteína junto con el 
resto de serina al cual se halla unida actúa de brazo oscilante 
para transportar los grupos acilos, desde el sitio activo de un 
enzima al siguiente, según una secuencia constante.
La sintetasa del ácido graso esta equipada con dos 
grupos sulfhidrilos. Uno es aportado por la 4 '-fofopantete ína  
(grupo prostéticos de la proteina portadora de acilos). El otro 
grupo sulfhidrilo pertenece a un resto de cisterna específico de la 
sintetasa del 3-cetoacil-ACP. Estos dos grupos son fundamentales 
para la formación de un ácido graso.
En la p r im e ra  rea c c ió n , c a ta l iz a d a  por la 
acetiltransferasa, el grupo acetilo del acetil-S-CoA se transfiere 
al grupo -SH de la cisteína de la sintetasa (E). (figura 4 ).
FIGURA 4
HS-Cys acetiio - S - Cys
\  \
Acet¡lo-S-CoA + E — > CoA - SH + E
/  /
HS-Cys HS - ACP
En la segunda reacción el grupo malonilo del malonil -S-CoA se 
transfiere al grupo sulfhidrilo de la fosfopanteteína, en reacción 
catalizada por la malonil transferasa. (figura 5 )
FIGURA 5
acetil - S - Cys acetil - S - Cysv
\  \
Malonil - S - CoA + E — > CoA - SH + E
/  /
H S -A C P  malonil - S - ACP
Asi pues, estas dos primeras reacciones son necesarias para 
c a rg ar  los dos grupos sulfhidrilo con los grupos acilo  
correspondientes. Un grupo acetiio en el grupo -SH de la cisterna 
y un grupo malonilo en el grupo -SH de la fosfopanteteína.
A continuación se producen las cuatro etapas de la 
fase de elongación de la cadena del ácido graso. En cada vuelta del 
ciclo se añade una unidad de 2 carbonos.
En la primera etapa los grupos acetiio y malonilo que 
se hallan unidos covalentemente a los grupos -SH de la sintetasa, 
experimentan una reacción de condensación y forman un grupo 
aceto acetiio unido al grupo -SH de la fosfopanteteína. Al mismo 
tiempo se libera una molécula de C O 2  ■ La enzima catalizadora de
este paso es la sintetasa del 3-acetoacil. (figura 6 ). El C 0 2 
formado en esta reacción es
FIGURA 6
Acetil - S - Cys HS - Cys
\  + \
E + H+  > E + COo
/  /
Malonil - S - ACP acetoacetil - S - ACP
el mismo que se introdujo en el malonil CoA por la reacción de la 
carboxilasa del acetil CoA.
El CC>2 , por tanto, desempeña un papel
catalítico, regenerándose cada vez que se une una molécula de dos 
carbonos.
En el paso siguiente el acetoacetil -S -A C P se reduce 
en el grupo carbonilo a expensas de NADPH y se forma el D-3- 
dihidroxibutiril-S-ACP en reacción catalizada por la reductasa del 
3-acetoacetil -ACP (figura 7 ).
FIGURA 7
HS - Cys
\
E + NADPH + H+ —  ~>
Acetoacetil - S - A C P ^
HS-Cys
\
E+ NADP+
/
D 3 hidroxibutiril - S - ACP
La etapa de deshidratación es la tercera del ciclo de la síntesis 
del ácido graso. Se deshidrata el D-3- hidroxibutiril -S -A C P por 
la d es h id ra ta sa  del 3-h id roxiaci I A C P rindiendo tra n s -A 2 
butenoil-S-ACP (figura 8 ).
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FIGURA 8 
HS - Cys
D 3 Hidroxibutiril - S - ACP-
HS - A C f^
2 /trans A¿ butenoil - S - ACP
E + H2 0
Con la cuarta etapa, denominada de saturación, se cumple una 
vuelta alrededor del complejo de la sintetasa del ácido graso. Se 
reduce el enlace doble del trans A^-butenoiFS-ACP se satura y 
se forma butiril-S-ACP.
Esta etapa está catalizada por la reductasa del enoil 
-ACP (figura 9 ).
FIGURA 9
SH - Cys
^ E  + NADPH + H+ ...............>
trans A^butenoil - S - ACP
HS - Cvs
y E  + NADP+ 
butiril - S - ACP
El grupo butirilo que se encontraba unido al grupo -SH de la 
fosfopanteteína es transferido al grupo -SH de la cisterna.
La segunda ronda de reacciones se inicia con la 
transferencia de un nuevo grupo malonilo desde el malonil CoA al 
grupo -SH de la fosfopanteteína de la proteina portadora de acilos. 
El grupo butirilo abandona entonces el grupo HS-Cys y desplaza al 
CC> 2  del grupo malonilo recien acoplado. Su grupo 3-ceto se reduce
en las tres etapas siguientes dando un grupo acilo saturado de 6  
carbonos. Estos ciclos se repiten hasta un total de siete. Dando 
lugar al término de los mismos al palmitoil-S-ACP.
Como hemos visto a lo largo de toda la vía, el 
potencial de reducción es aportado por el NADPH. Este equivalente 
de reducción es necesario para reducir los enlaces dobles. Para la 
síntesis de una molécula de palmitato se precisan 14 NADPH.
El NADPH necesario para la síntesis de ácidos grasos 
procede de dos fuentes fundamentalmente. La importancia de cada 
uno de estos sistemas generadores de NADPH depende del tipo de 
célula. En el hígado se forma, en su mayor parte, por las 
reacciones de la ruta de las pentosas fosfato (ver INTRODUCCIO N  
). La reacción generadora de NADPH más importante en esta vía
está catalizada por la deshidrogenasa de la glucosa-6 -fosfato.
glucosa-6 -fosfato + N A D P+ .......... > 6  fosfogluconato + NADPH
+ H+
Sin embargo en los adipocitos, el NADPH esta 
producido fundamentalmente por ácido málico .
Malato + NADP+ --------- > piruvato + CC>2 + NADPH + H+
3.4.- Regulación de la biosíntesis de los ácidos grasos.
El estado de nutrición del organismo y los tejidos, es 
el mecanismo fundamental que controla la tasa de lipogénesis.
En la actualidad, se reconoce que la reacción  
limitante es la catalizada por la acetil CoA carboxilasa. Esta 
enzima se encuentra regulada por diversos factores. Como
decíam os anteriormente, las moléculas de acetil CoA de cadena  
larga inhiben la acetil CoA carboxilasa. Los microsomas ejercen 
un efecto estimulante sobre la síntesis de ácidos grasos cuando 
se añaden al medio. Esta activación se funda en el mismo principio 
que el de los acil CoA. Como sabemos los microsomas catalizan la 
esterificación del acil CoA con el g lic e ro l-3 - fosfato para formar 
tr iacilg licero les y fosfolípidos. El m ecanism o de activación  
producido por los microsomas es debido por tanto, a la supresión 
de la inhibición por acil CoA, dado que los microsomas disminuyen 
la concentración de acil CoA.
El acil CoA también puede inhibir al transportador 
mitocondrial del tricarboxilato im pidiendo de es ta  forma el 
regreso del citrato de las mitocondrias al citosol.
La insulina estim ula  la lipogénesis  por varios  
mecanismos. Por un lado, puede convertir la forma inactiva de la 
piruvato d es h id ro g en a sa  en activa. A d em ás  increm enta  el 
transporte de glucosa al interior de la célula y por ello aumenta la 
disponibilidad tanto del piruvato como del g licero l-3- fosfato. 
Recientemente Munday y Hardie (1986) han observado en glándula 
mamaria de ratas lactantes ayunadas 24 horas, que la insulina "in 
vivo", produce una desfosforilación de la acetil CoA carboxilasa, 
lo
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cual deb e  ser, al m enos, parc ia lm ente  responsable  de la 
reactivación de la lipogénesis en glándula m am aria  de rata 
lactante en respuesta a la realimentación.
Sin embargo, como decíamos en un principio 
la lipogénesis está determinada primordialmente por la velocidad 
de la reacción de la carboxilasa del acetil CoA. Este es un enzima 
alostérico y por tanto necesita de su modulador alostérico para 
ser activo. Dicho modulador es el citrato. Cuando aum enta su 
concentración en la mitocondria, éste pasa, a través de la 
lanzadera del citrato, al citosol. El citrato sirve de señal para 
anunciar que al ciclo del ácido cítrico le llega suficiente  
combustible y por tanto el acetil CoA excedente debe almacenarse  
como reserva en forma de grasa. El citrato citosólico es además la 
fuente del acetil CoA que se precisa en la síntesis de ácido graso.
FIGURA 10
Regulación de la lipogénesis
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MATERIAL Y METODOS
1 . -M A T E R IA L E S
1.1- Animales de experimentación.
Se utilizaron ratas W istar, macho con un peso
corporal aproximado de 200 gr ±  30 (± D.S.).
Los animales fueron alimentados con dieta "standard" 
manufacturada con pienso P.R.M (E. Dixon and Sons (WARE) Ltd. 
Ware, Herts. U.K.). El acceso al agua fue siempre libre. Las ratas
fueron alojadas en jaulas individuales. El ciclo lumínico era de
12 horas luz (7 ,30 a.m. a 7,30 p.m.) y 12 horas de oscuridad 
(7,30pm a 7,30 a.m.).
Las ratas fueron sometidas a dos esquem as de
alimentación distintos . Un grupo fue alimentado "ad libitum". Al 
segundo grupo se le instauró un régimen de comidas con
restricción horaria. Este segundo grupo denominado de dieta a 
tiempo restringido tenía acceso a la comida tan solo tres horas al 
día (de 9 am a 1 2  am). Antes de iniciar este esquema, los
animales eran ayunados durante 24 horas. Este patrón alimenticio 
se mantuvo durante 1 0  días,al término de los cuales las -ratas 
fueron sacrificadas. Los experimentos daban inicio a las 1 0  am. 
con lo cual las ratas en dieta a tiempo restrigido estaban en 
ayunas .durante 22 horas . Los animales alimentados "ad libitum" 
sufrían un ayuno de 24 horas antes de su sacrificio. En ambos
grupos las ratas se. sacrificaban a las 1 0  am.
1.2.- A paratos
Centrífugas.
Se utilizaron distintos tipos de centrífugas según los 
protocolos de centrifugado llevados a cabo.
Para la obtención de precipitados de proteínas tras 
tratamiento con ácido perclórico en homogenados de hígado se 
utilizó una centrífuga marca P selecta modelo S-577.
Para el centrifugado de los tejidos animales durante 
el proceso de extracción de lípidos se utilizó una centrífuga  
refrigerada marca MSE.
Durante el protocolo de neutralización de muestras 
necesitamos una centrífuga marca SORVALL modelo GLC-1.
1 .2 .2 .-  Espectrofotómetros.
Se utilizaron dos espectrofotómetros diferentes: 
VARIAN TECHTRON, modelo 635  
KONTROM, modelo UVIKOM-810
1.2.3.- p H  metro.
Para la preparación de los distintos tampones y otras 
soluciones utilizadas en el trascurso de nuestro trabajo se empleó 
un pH metro marca RADIOMETER COPHENHAGEN, modelo PHM 64.
1.2.4- Homogenizador.
Usamos un homogenizador marca SORVALL modelo 
O M N I-M IX E R , para la preparación de las muestras hepáticas y del 
tubo digestivo.
1.2.5.- Contador de centelleo líquido.
El contaje de las radiaciones ÍB presentes en los 
tejidos estudiados se llevó a cabo con un contador de centelleo 
líquido marca LKB modelo 1217 Rackbeta,el cual se encuentra  
acoplado a una impresora marca LKB y un ordenador marca LKB.
3.1- R eactivos.
De la firma Boehringer Manheim (R.F.A) se utlizaron:
3.1.1- Enzim as.
- Amiloglucosidasa (E .C .3 .2 .1 .3)
- Citrato liasa (E.C. 4 .1 .3 .6 .)
- Citrato sintasa (E.C. 4.1.3.7')
- Enolasa (E.C. 4.2.1.11.)
- Fosfoglicerato mutasa (E.C. 2.7.5.3.)
- Glucosa-6 -fosfato deshidrogenasa (E.C. 1.1.1.49.)
- Hexokinasa (E.C. 2.7.1.1.)
-Lactato deshidrogenasa (E .C .1.1.1.27.)
- Malato deshidrogenasa (E.C. 1.1.1.37.)
- Piruvato Kinasa (E.C. 2.7.1.40)
- 3 Hidroxibutirato deshidrogenasa (E.C. 1.1.1.30)
3.1.2 .- C oenzim as.
- NAD
- NADH
- NADPH
3 .1 .3 .-  Nucieótidos.
-ADP
-ATP
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De la firma Merck Darmstadt (R.F.A.) y Sigma Chemical 
Company (EE.UU) se obtuvo los restantes reactivos.
2.- M E TO D O S
2 . 1 Tratamiento de los animales.
Durante el proceso de realimentación se les administraba 
(previo período de ayunas de 24 h. en el grupo Mad libitum" y 22 h. 
en el grupo con dieta a tiempo restringido) con 5 gr. de pienso para 
ratas con un contenidos en carbohidratos de 2,4 gr. La comida era 
consumida en un intervalo de tiempo comprendido entre 15 y 20 
minutos. Treinta minutos depués del inicio de la ingesta las ratas 
eran inyectadas intraperitonealmente, con agua tritiada ( 3 H 2 0  )
(0,3 mi; 3 mCi). Posteriormente, y según el tiempo previamente 
fijado (90 ', 180') eran anestesiadas in traperitonealm ente con 
N em butal (60 m gr/Kgr de peso, disuelto en C IN a  0 ,9% ).  
Seguidam ente  se procedía a la extirpación de los órganos  
necesarios.
El ác ido  3 -M e rc a p to p ic o l ín ic o  [1 mi al 4%  
(peso/volum en) neutralizado con C C ^ H N a  , la cicloheximida ( 2
ml/Kg peso) y el ácido dicloroacético fueron también inyectados 
in tra p er ito n ea lm en te .
2.2. Medida de la síntesis de lípidos.
2 .2 .1 .- Principio
La lipogénesis fue medida por el método de Stansbie et 
a l , (1976) con las modificaciones introducidas por Robinson et al 
(1978). El agua tritiada inyectada se equilibra rápidamente con el 
agua intracelular, produciéndose el marcado del NADPH con . El 
NADPH es usado como fuente reductora durante la lipogénesis. De 
esta forma el ^H procedente del NADPH marcado se incorpora a los 
lípidos (figura 1 1 ).
Por tanto la determ inación de la velocidad de 
incorporación de ^H  en los lípidos proporciona la medida de la 
lipogénesis " in vivo".
2 .2 .2 . -Procedim iento.
2 .2 .2 .1 .- Toma de las muestras. Se efectúan dos tomas de tejido 
hepático, con un peso cada una de unos 700 mgrs. Seguidamente se 
extirpa la grasa periependimaria de uno de los testículos (peso 
aproximados 800 mgrs.) Por último y previa disección,se extirpa 
el tejido adiposo marrón interescapular (peso aproximado 1 5 0  
mgrs).
FIGURA 11 
Marcado radioactivo de los lípidos
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2 .2 .2 .2 .- Protocolo de la fracción no saponificable. Se añade a los 
tejidos 3 mi de KOH al 30%  y se incuban en un baño a 702C 
durante 15 minutos.
A continuación se ponen 3 mi de alcohol absoluto 
(95%) y se deja en el baño a 7 0 SC durante 2  horas para que se 
produzca la saponificación.
Los lípidos no saponificab les  (fundam enta lm ente  
esteróles) son extractados añadiendo 8  mi de éter de petróleo 
(4 0 -6 0 gC) seguido de agitación vigorosa durante 1 0  minutos, 
centrifugación durante 1 minuto a 30 00  rpm y extracción del 
gradiente obtenido mediante pipeta de Pasteur. La fracción 
superior (lípidos no saponificables) se vierte en otro tubo. Esta 
operac ión  se repite hasta un total de tres veces . Los 
sobrenadantes de las tres extracciones efectuadas son entonces 
lavados con agua destilada ( 1 0  mi) dos veces.
La fracción acuosa queda en la parte inferior siendo 
eliminada mediante una bomba de aspiración preparada al efecto. 
Una vez lavada la fracción no saponificable es transvasada a un 
vial de vidrio. Se le añade 1 mi de benceno y se sitúa en una 
c a m p a n a  de  ex trac c ió n  de g a s e s  d u ra n te  1 2  horas  
aproximadamente, a temperatura ambiente, para que se evapore. 
Los repetidos lavados de la fracción extractada con agua y la
posterior evaporación tienen como objeto el disminuir hasta 
valores despreciables la posible contaminación de la muestra 
lipídica con
Posteriorm ente  se a ñ a d e , al residuo seco que 
descansa en el fondo del vial, el líquido de centelleo. La 
radioactividad es contada, si se desea, en un contador de centelleo 
líquido.
En nuestro caso, el ínteres fundamental de nuestros 
estudios sobre la fracción no saponificable  radicaba en la 
concentración de colesterol y escualeno. Así pues, la parte arriba 
expuesta solo es utilizada para la posterior valoración de los 
niveles de colesterol y escualeno. Técnica que describiremos más 
adelante.
2 .2 .2 .3 - Fracción saponificable. Una vez extractados los lípidos 
no saponificables se hace lo propio con la fracción saponificable. 
El proceso es igual al visto para la fracción no saponificable, si 
bien en este caso, en el primer paso en lugar de añadir KOH se 
añadirá 3 mi de S O 4 H 2  6  N. Los tubos son introducidos en hielo
picado para evitar que se calienten. Una vez acidificado el medio, 
se s igu e , com o d e c ía m o s , el p ro c e d im ie n to  re la tado  
anteriormente. La velocidad de síntesis de ácidos grasos se 
calcula en jamóles de incorporados a lípidos saponificables 
/gramo de tejido fresco y por hora.
2 .2 .2 .4 .-  Extracción del colesterol. Utilizamos la técnica descrita 
por Gibbons et a l , (1983). La fracción no saponificable había sido 
de jada  evaporar en el vial de vidrio. Para la obtención de 
colesterol y escualeno se añade hexano a los viales; de esta forma 
y mediante repetidos pases con hexano se trasvasa la fracción no 
saponificable a tubos cónicos de vidrio. Se debe, en la operación, 
limpiar bien las paredes del vial para evitar que queden pegados 
restos de material. Los tubos son sometidos a una corriente de 
nitrógeno para proceder a su secado rápido. Cuando los tubos han 
sido secados, se vuelve a añadir hexano limpiando bien las paredes 
del tubo; de esta forma se consigue concentrar todo el material en 
el fondo del recipiente.
Una vez secadas las muestras, se prepara un tanque de 
cromatografía. Las paredes del tanque se cubren con papel de 
filtro. Se vierten en el tanque 99 mi de cloroformo y 1 mi de 
metanol. El tanque se cierra y se espera al menos media hora 
antes de ser utlizado para que los vapores saturen el recipiente. 
Al mismo tiempo se preparan placas de cromatografía en capa fina 
de sílica-gel G.
Seguidam ente se prepara una mezcla de cloroformo 
metanol [2/1 (V /V)] y se mantiene en frío. Esta solución es 
añadida a cada tubo. Los tubos son cerrados con tapones y 
conservados con hielo.
Mediante una jeringa Hamilton la muestra es situada 
sobre la placa de cromatografía. En cada placa se añade, además, 
un patrón de colesterol y otros de escualeno, no radiactivos.
La placa se coloca en el tanque durante 45 minutos o 
hasta que el medio líquido llegue a 1 cm del borde superior de la 
placa. Posteriorm ente  la p laca es rociada con un spray  
conteniendo Rodamina B (5 mgr/1 0 0 ml de acetona).
Una vez rociada la placa se sitúa bajo una lámpara de 
rayos ultravioleta. El área de la placa en la que hay mayor 
fosforescencia es rascada con una cuchilla e introducida en un 
vial de cente lleo  de cristal, conteniendo 1 mi de etanol. 
Seguidamente se añade el líquido de centelleo y es contada su 
radioactividad en un contador de centelleo líquido.
2.3.- Preparación de los tejidos para análisis de metabolitos.
2 .3 .1 .-  Tratamiento del hígado.
Los metabolitos del hígado fueron determinados  
mediante la extracción de una parte del hígado (sobre 2  gr) de una 
rata a n es tes iad a  seguida de ''freeze-c lam ping" rápido con 
nitrógeno líquido.
El tejido congelado es molturado hasta un fino polvo. 
De esta forma puede mezclarse íntimamente con ácido perclórico 
el cual desnaturaliza y precipita las proteínas.
El tejido hepático molturado (1 gr) se pone en un tubo 
de centrifugación frío y pesado. El ácido perclórico se añade en 
una proporción de 4/1 (volumen/peso). El contenido del tubo es 
seguidamente homogenado. La mezcla se centrifuga a 18000 rpm 
durante 1 0  minutos.
Una vez centrifugado el sobrenadante es decantado a 
otro tubo. A continuación se neutraliza, usando indicador universal 
,con KOH 20%. El volumen de sobrenadante se mide antes y después 
del proceso de neutralización para, de esta forma, poder
cuantificar el factor de dilución.
Los tubos permanecen en hielo durante 1 0  minutos; 
después son centrifugados durante 10 minutos a 3000 rpm para
precipitar el CLO 4 K que se ha formado.
2 .3 .2 .-  Tratamiento de la sangre.
Se utilizó sangre arterial procedente de la aorta 
abdominal con jeringas heparinizadas para evitar la coagulación
de la misma. Parte de la sangre extraída (0,5 mi) se mezcla con 2 
mi de CLO 4 H 6 %  y se agita. A continuación se centrifuga a 3000  
rpm durante 1 0  minutos.
El s o b re n a d a n te  resu ltan te  es d ecantado  y 
neutra lizado con KOH 2 0 %  (usando indicador universal). El 
sobrenadante neutro se utiliza para diferentes determinaciones  
enz im áticas .
El resto de sangre se centrifuga a 3000 rpm durante 
10 mintuos. El plasm a obtenido m ediante la centrifugación se 
utiliza para la obtención de la actividad radioactiva específica  
como ya hemos descrito anteriormente.
2 .3 .3 - Tratam iento de l tracto digestivo.
El tracto digestivo de la rata es extraído del animal 
anestesiado e introducido en un vaso de precipitado con 150 mi de 
ácido perclórico al 3% . Las visceras son trituradas en un 
homogenizador . Una alícuota del homogenado es centrifugada 1 0  
minutos a 60 00  rpm. El sobrenadante es neutralizado según el 
método descrito anteriormente. Una vez terminado el proceso las 
muestras están preparadas para efectuar las determinaciones  
enzimáticas necesarias'
2.4. Análisis de las muestras.
2 .4 .1 .- Conceptos generales.
Todos los análisis enzimáticos realizados han sido 
hechos m ediante  procedim ientos espectrofo tom étricos. Estos 
métodos tienen como características fundamentales su rapidez y 
sensibilidad.
La producción o el consumo de una substancia durante 
una reacción enzim ática  es d irectam ente  proporcional a la 
variación de su absorción óptica.
Así pues, conocido el coeficiente de absorción molar 
de la substancia que absorbe específicamente luz y el volumen de 
la solución, podremos saber la concentración de la substancia en 
el medio y por ende en el tejido estudiado.
2.4.2.- Glucosa.
Esta hexosa se ha medido según el método descrito 
por Bergmeyer (Bergmeyer y Cois., 1974).
La técn ica  se fu n d a m e n ta  en dos reacciones  
enzimáticas acopladas. En primer lugar, la formación de glucosa 
- 6 -fosfato a partir de glucosa catalizada por la hexokinasa. En
segundo lugar, la formación de 6 -fosfogluconato a partir de la 
glucosa - 6 -fosfato-deshidrogenasa. Esta reacción utiliza como 
cofactor NADP. El espectrofotómetro, nos medirá el incremento de 
densidad óptica a 340 nanómetros.
El incremento de la densidad óptica antes y después 
de añadir enzima, indica la cantidad de NADPH. La cual equivale a 
la de glucosa. La estequiometría de la reacción es 1:1 y el pH 
óptimo es de 7,5.
2 .4 .3 . -  Adenosín trifosfato. (ATP)
El análisis de la concentración de ATP se llevó a cabo 
sigu iendo el m étodo de Lam precht y Transchold (1963 ),  
fundam entado en las mismas reacciones que hacía posible el 
análisis de glucosa,pero en este caso el ATP no se incluye y sí se 
administra glucosa. El resto de condiciones son similares a la 
determinación de glucosa.
2 .4 .4 .-  Lactato.
U tilizam os para su determ inación  el método de  
Ingeborg Gutman y August Wilhelm Wahlefed (1974), basado en la 
siguiente reacción:
Lactato +• N A D  LDH > piruvato + NADH+ H+
El NADH formado es medido espectrofotométricamente 
por el cambio de absorbancia a 340 nm de luz visible y es 
proporcional a la cantidad de lactato presente en la muestra 
(Gutman y Wahlefed, 1974).
2 .4 .5 .- Piruvato, fosfoenolpiruvato (P E P ) 2  fosfoglicerato (2  PGA) 
y  3 fosfoglicerato (3 PGA).
La técnica utilizada fue la descrita por Rudolf Czok y 
W alther Lamprecht (1974). La técnica se basa en la siguiente 
reacción:
3 PG enolasa— -> 2  PG
2 PG ........ > PEP + H2 0
ADP + PEP — -PK-— > ATP + Piruvato 
Piruvato + NADH + H+ — -LD H -— > Lactato + NAD+
La oxidación del NADH es proporcional al substrato 
convertido y se mide espectrofotométricamente a 340 nm. Las 
determinaciones de los metabolitos enumerados en este acápite 
se efectúan calculando la diferencia de absorbancia antes y 
después de añadir el enzima correspondiente.
2.4.6." Determinación de glucógeno con amiloglucosidasa.
La cuantificación de la concentración de glucógeno 
hepático se llevó a cabo mediante la técnica descrita por Dietrich 
Keppler y Karl Decker (1974).
La am iloglucosidasa es una exoglucosidasa que  
hidroliza las uniones 2-D (1-4) y 2 -D  (1-6) del glucógeno. La 
g lu c o s a  fo rm a d a  tras  la h idró lis is  p ro d u c id a  por la 
amiloglucosidasa es específicamente determinada con hexokinasa. 
De forma que para cuantificar la cantidad de glucógeno presente 
en el tejido, debemos paralelamente, efectuar la determinación de 
glucosa libre antes de la hidrólisis.De esta forma, la diferencia 
existente  entre  la g lucosa m edida  tras la acción de la 
amiloglucosidasa y la glucosa existente antes de su acción, nos 
ofrece la cantidad de glucógeno en el tejido.
Principio:
glucógeno + (H 2 0 ) n_-j -— amiloglucosidasa— > (glucosa)n
glucosa + ATP -— Hexokinasa-— > ADP + glucosa -  6 -fosfato 
g lu c o s a - 6 - fo s fa to  + N A D P + -— G -6 -P D H — >
> 6  fosfogluconato + NADPH + H +
La glucosa liberada tras la hidrólisis del glucógeno 
es proporcional al incremento de NADPH medido por el cambio de 
extinción a 340 nm.
2.4.7.- G lucosa-6-fosfato  (G -6 -P ).
La glucosa-6 -fosfato deshidrogenasa (G-6 -PDH) 
cata liza  la oxidación de G - 6 -P por el N AD P en la siguiente 
reacción :
G -6 -P + NADP — -G -6 -P D H -— > 6  fosfogluconolactona + N AD PH + 
+ H +
espontáneamente
6  fosfogluconolactona + H 2 0  - .....................> 6  fosfogluconato
La reacción se mide por el cambio de absorbancia a 
340 nm originado por el aumento en la concentración de NADPH.
2 A .8 .-Determ inación de citrato .
El análisis de citrato se efectuó según el método 
descrito por Dagley(1963). La citrato liasa cataliza la división del 
citrato en oxalacetato y acetato.
citrato — citrato liasa— > oxalacetato + acetato
oxalacetato -— oxalacetato descarboxilasa— > piruvato + C 0 2
LDH
piruvato + oxalacetato + 2NADH + 2 H + ---------> lactato + malato +
2 N A D +  M D H
Las preparaciones de citrato liasa procedentes de 
a e ro b a c te r  a e ró g e n e s ,  c o n t ie n e n  a d e m á s ,  o x a la c e ta to  
descarboxilasa. El oxalacetato se descarboxila espontáneamente  
en presencia de la enzima. Posteriormente y a través del concurso 
de la malato deshidrogenasa y la lactato deshidrogenasa se 
forman lactato y malato a partir de piruvato y oxalacetato. De 
esta forma la disminución en la concentración de NADH, medida 
por el cambio de extinción a 340 nm, es medida de la cantidad de 
citrato presente.
2.4.9.- Acetil CoA.
Se utilizó el método de Decker (1974) basado en las 
siguiente serie de reacciones:
H 2 0  + Acetil CoA + Oxalacetato — -C S -— > citrato + CoASH
L-Malato + NAD+ ............> Oxalacetato + NADH + H+
2.4.10. - A cetoacetato .
El método utilizado fue el descrito por Williamson et 
a l .  (1962). Se basa en la siguiente reacción catalizada por la 
3-hidroxibutirato deshidrogenasa.
Acetoacetato + NADH ..........> 3 hidroxibutirato + NAD
La diferencia de absorbancia del NAD a 340 nm nos 
permite calcular la cantidad de NADH que ha reaccionado y por 
tanto la concentración de acetoacetato presente en la muestra.
2 .4 .11 .-  Í3-H id ro x ib u tira to .
La determinación enzimática del Í3- hidroxibutirato 
sigue exactamente el mismo principio descrito para el análisis de 
acetoacetato. Es la misma reacción pero en sentido inverso.
2.5.- Determinación de insulina.
Se tomó sangre arterial de la aorta abdominal siendo 
introducida en tubos heparinizados. El p lasm a fue separado  
mediante centrifugación a 3000 rev/min. durante 10 minutos. La 
insulina del plasma fue medida por radioinmunoensayo con fase de 
separación de carbón y utilizando un "standard" de insulina de rata 
(Albano et al, 1975).
2 .6 .-  Cálculos.
2 .6 .1 -  Medida de la radioactividad.
Las medidas fueron efectuadas según Williamson et 
al 1975. El flujo de incorporación de titrio a los lípidos se calculó 
según la siguiente fórmula:
3 H total unido a los lípidos 
Actividad especifica del 3  H2 0  en el plasma.
La actividad especifica del 3 H 2 0  en el plasma se 
calculó a partir de muestras, por duplicado, de plasma ( 2 0  jal).
contadas en el contador de centelleo liquido. Asumiendo que la 
concentración de agua en el plasma es 55.5 M:
dpm plasma 1
Actividad específica =   x   dpm/pmol
del plasma (A:S.) vol. muestra 55.5
S e g u id a m e n te  se c a lc u la  la m e d ia  de las 
des in tegrac iones  por minuto (dpm) para  cada  m uestra. La 
velocidad de síntesis se calcula asumiendo que el tiempo de 
exposición es de 1 hora.
dpm tejido 1
Incorporación = _____________  x   p.moles/hora/gramo
de a los A.S. peso del
lípidos tejido
El cálculo es el mismo tanto para los valores de  
lípidos saponificadles como de colesterol, si bien, en estos 
últimos se sustraen las dpm obtenidas en cada muestra de las dpm 
de los controles de colestero l y escu aleno  no m arcado  
.Eliminándose de esta forma el ruido de fondo.
2 .6 .2 .- Análisis enzimático. Cálculo de las concentra­
ciones.
Se utilizó la siguiente fórmula general:
concentración A 1 Vol. neutro.
del + D.O. x  x Dn x  x ___________
metabolito B C Vol. acido.
D.O.= Densidad óptica.
A = Volumen total de la cubeta.
B = Volumen de muestra en la cubeta 
C = Constante (6 ,2 2 )
D-j = 4 . 8  para el hígado. Ya  que se utiliza 4 mi de PCA por cada
gramo de hígado, lo cual equivale a 0 . 8  mi de líquido, lo cual hace 
un total de 4.8.
D 2  = 2.2/0.2 para la sangre. Dado que se añaden 2  mi de ácido
perclórico a 0 . 2  mi de sangre y se toman 0 . 2  mi.
D 3  = 150 para las muestras de tubo digestivo pues se añaden
150 mi de ácido perclórico a cada muestra.
2 .6 .3 .-  Cálculos estadísticos.
Todos los resultados se expresan como valores medios 
±  desviación "standard", con el número de observaciones entre 
paréntesis . Las diferencias estad ísticas fueron comprobadas  
mediante el test de la "t" de Student.
RESULTADOS
1.- ESTUDIO COMPARATIVO EN EL ANIMAL AYUNADO DE LA 
DIETA "ad libitum" Y DE LA DIETA A TIEMPO 
RESTRINGIDO.
1.1 . - C om parac ió n  de los n iveles hepáticos  de distintos  
metabolitos de ratas alim entadas "ad libitum" v con dieta a 
tiempo restringido.
Como se puede apreciar en la tabla 1 el estado 
metabólico de los dos grupos de ratas estudiadas es notablemente 
diferente. La concentración de lactato hemático se halla más 
elevada en los animales alimentados con dieta a tiempo restrigido 
(1,78 jimoles/gr frente a 0 ,876 pmoles/gr). Del mismo modo los 
niveles de cuerpos cetónicos en sangre son muy diferentes en 
cada uno de los casos estudiados. Así, la concentración de 
acetoacetato en el grupo "ad libitum" es de 0 ,365  j im o le s /g r  
mientras que en las ratas con d ieta a tiempo restrigido la 
concentración es de 0 ,073 jimoles/gr. El 8  hidroxibutirato sufre 
una variación pareja (0 ,506 jimoles/gr en el grupo "ad libitum" y 
190 jimoles/gr en el grupo sometidos a dieta a tiempo restrigido).
TABLA 1
Comparación de los niveles sanguíneos de lactato, 
acetoacetato y ^ -hidroxibutirato de ratas alimentadas "ad 
libitum" (AL) y con dieta a tiempo restringido (DTK).
AL DTR
LACTATO 0,876±0,35 (10) 1,78±1,21 (10)
*  ie
ACETOACETATO 0,365^0,08 (4) 0,073±0,03 (8 )
* * *
B-Hidroxibuti 0,506^0,16 (10) 0,190±0,113 (9)
rato.
Las ratas fueron sacrificadas tras 24 ("ad libitum") ó 
22 (dieta a tiempo restringido)horas de ayunoi Los me 
tabolitos se expresan en yUmoles/gr. Los resultados son 
media - D.S., con el número de observaciones entre pa
réntesis. Los valores significativamente diferente con 
respecto al grupo "ad libitum" se expresan por *P<0,05 
** P<0,01 *** P<0,001.
1.2.- C om parac ión  de los n iveles hepáticos de distintos
metabolitos en ratas alimentadas "ad libitum” v con dieta a 
tiempo restringido.
Ambos grupos son estudiados tras permancer entre 2 2  
y 24 horas sin recibir comida.
Como vemos (tabla 2) las concentraciones de ATP y 
glucosa 6  fosfato hepáticos, son similares en ambos grupos. La 
concentración de piruvato, sin em bargo, es superior en los 
anim ales sometidos a una dieta a tiem po restrigido (0 ,090  
jimoles/gr) que en los alimentados libremente (0,025 jim o les /gr).
También existe una mayor concentración de lactato en 
el grupo sometido a dieta a tiempo restrigido (0 ,947 j im o le s /g r )  
que en el alimentado libremente (0,373 jimoles/gr). Los niveles de 
acetoacetato no presentan variaciones significativas.
El í3-hidroxibutirato hepático se comporta igual que 
el sanguíneo con valores de 0,671 j im o les /g r . en las ratas 
alimentadas "ad libitum" y 0 .385 |imoles/gr. para las sometidas a 
dieta a tiempo restrigido.
TABLA 2
Comparación de los niveles hepáticos de distin­
tos metabolitos de ratas alimentadas "ad libitum" (AL) 
y con dieta a tiempo restringido (DTR).
AL DTR
ATP 2,361-0,33 (4) 2,378^0,13 (4)
glucosa- 6 -P 0,102Í0,03 (4) 0,123^0,04 (4)
piruvato 0,025^0,01 (9) 0,0*90^0,07 (10)
lactato 0,373-0, 12 (10) 0,947^0,50* (1 0)
acetoacetato 0,528-0,20 (10) 0,288-0,22 (10)
(i-hidroxibuti 0,671±0,23 (10) 0,335-0,18* (1 0)
rato.
Las ratas fueron sacrificadas tras 24 ("ad libitum") 
ó 22 (dieta a tiempo restringido)horas de ayuno. LOs 
metabolitos se expresan en ^ 4moles/gr. Los resultados 
son media - D.S., ccn el número de observaciones entre 
paréntesis. Los valores significativamente diferen­
tes con respecto al grupo "ad libitum" se expresan 
por *P<.0,05 ** P<0,01 *** P<0,001.
1.3.- Com paración de ios niveles hepáticos de Acetil CoA. 
fosfoenolpiruvato. 2 fosfoglicerato . 3 fosfoglicerato y citrato de 
ratas alimentadas "ad libitum” y con dieta a tiempo restringido.
El estudio de diversos metabolitos relacionados con el 
metabolismo de la glucosa (tabla 3) , nos muestra la existencia de 
importantes diferencias en la m etabolización hepática de la 
glucosa. Así, por ejemplo, la concentración de acetil CoA es 
exactamente el doble en el animal alimentado "ad libitum" que en 
aquel sometido a una dieta a tiempo restrigido. Por otro lado la 
concentración de fosfoenolpiruvato es superior en el grupo 
alim entado a tiempo restringido (0 ,2 1 9  jim o les /g r)  que en 
aquellas ratas que comen a su libre albedrío (a 117 p.moles/gr). De 
la misma forma la concentración de 2  fosfoglicerato también es 
superior en los animales sometidos a dieta a tiempo restrigido 
(0 ,388 jimoles/gr) que en el grupo "ad libitum" (0,289 p.moles/gr).
Las concentraciones de 3 fosfoglicerato y citrato son, 
sin embargo similares en ambos grupos.
TABLA 3
Comparación de los niveles hepáticos de distintos metabolitos de ratas alimentadas"'cid 
I .
libitum"y con dieta a tiempo restringido.
ACETIL CoA PEP 2P6 3P6 CITRATO
AD LIBITUM O 1 0,066-0,01 0,117^0,029 0,034-0,004 0,289-0,108 0,360-0,06
(10) (10) (10) (10) (4)
AD LIBITUM 90' 0,346^0,04
(4)
DIETA RESTRINGIDA 0' 0,033-0,01** 0,219^0,111 0,046-0,01 0,388^0,172 0,306^0,08
(9) (10) (10) (10) (4)
DIETA RESTRINGIDA 90' 0,301-0,05
(4)
Las ratas fueran sacrificadas 0: y 90 minutos después de ser alimentadas. Los metabolitos se 
expresan en jimoles/gr. Los resultados son media - D.S., con el número de observaciones en 
tre paréntesis. Los valores significativamente diferentes con respecto al grupo "ad libi 
tum" se expresan *P<0,05 **P<0,01 ***P<0,001. —
2. ESTUDIO EN LA RATA ALIMENTADA Mad libitum” DEL 
EFECTO DE LA RE ALIMENTACION SOBRE LA CONCENTRACION 
TISULAR DE DISTINTOS METABOLITOS.
2 . 1 Concentraciones de glucosa, lactato v B hidroxibutirato en 
tubo digestivo v sanare de ratas alimentadas "ad libitum".
Se efectuó la medida del contenido total de glucosa y 
lactato en el tubo digestivo. El aumento de la concentración de 
glucosa a los 90 minutos tras la realimentación fue 20 veces  
superior al contenido del tubo digestivo de la rata en ayunas. 
Como puede apreciarse en la tabla 4, a los 180 minutos la 
disponibilidad de carbohidratos ya ha disminuido de forma  
importante, si bien, la digestión todavía continua.
Con respecto a los niveles de lactato observados en el 
tubo digestivo, podemos considerar que siguen un patrón similar 
al visto en el caso anterior, si bien las diferencias observadas no 
son tan importantes. Por otra lado, y a diferencia de la glucosa, la 
concentración de lactato observada en rata alimentada es siempre 
superior (389.94  jimoles/gr), tanto a los valores obtenidos en la 
rata ayunada (92.15 jimoles/gr) como en las diferentes estadios 
cronológicos postrealimentación (232.03  y 205 .60  |j.moles/gr).
Las concentraciones obtenidas en la sangre no siguen 
exactamente las mismas variaciones observadas en el hígado.(Ver 
tablas 4 y 5). Si bien las modificaciones con respecto al tejido
TABLA 4
Concentraciones de glucosa, lactato y ^ihidroxibutá. 
rato en tubo digestivo y sangre de ratas alimentadas "ad
libitum" (AL) y con dieta a tiempo restringido (DTR) .
0 ' 90' 180* Alimentada
TUBO DIGESTIVO
A.L. 20,57-5,93
. **** 
423,6-16,0
. ★* 
253,1-123,3
J. ***
361,3-103,6
glucosa
D.T.R.
(5)
+ § 
4b,50-26,4
(5)
. ***★
432,5-84,1
(6 )
311,2¿109,4
(5)
A.L. (7i92,15-39,07
*
232,03-93,8
(5) *
205,6-79,4
4. ***
389,9-38,8
lactato (6 ) (5) (6 ) (5)
D.R.T. 79,33-28,5
4. ***
247,7-^88,7 190,9^59,8
(8 ) (8 ) (7)
SANGRE
A.L. 4,14-0,61 4,92-0,12 5,17^0,58 5,68-0,33
glucosa (4) (3) (6 ) (5)
D.T.R. 4,17-0,68 4,50^0,35
4. * *
5,13-0,38
(6 ) (8 ) (7)
A.L. 1,07-0,36 1,35^0,37 1,83^0,71 1,24-0,21
lactato (6) (5) (6 ) (5)
D.T.R. 1,09^0,55 1,21-0,76 1,23Í),31
(8 ) (8 ) (7)
A.L 0,457-0,15 0,040^0,02* 0,050-0,03 0 ,0 1 2 -0 ,0 0 ?
-hidroxibu­ (6 ) (4) (4) (3)
tirato,» m „ 
D.T.R 0,144-0,T0 0,047ÍD,02* 0,064^0,03
(7) . (7) (6 )
Las ratas fueron sacrificadas 0,90 y 180 minutos 
después de ser alimentadas. Los metabolitos se expresan 
en^moles/gr. Los resultados son'media - .D.S con el número 
de observaciones entre paréntesis. Los valores significa­
tivamente diferentes con respecto a los 0 ' se expresan 
* P 2. 0 , G5 ** F < C , 01 *** P <  0,001 **** p <  0,0001 . Las
cifras significativamente diferentes con respecto al gru-( 
po "ad libitum" se expresan ap<o,05 aap<0,01.
hepático no son de gran magnitud. La concentración hepática 
de glucosa no mostró cambios significativos en ninguna de las 
situaciones estudiadas.
La glucemia, permanece inmodificada a los 90 
minutos. A los 180 minutos experimenta una elevación cercana al 
25 %  con respecto al valor control (considerado como los 0 
minutos). En las ratas alimentadas (sin ayuno) el incremento fue 
superior (37%).
Los valores de lactato en sangre se mantienen  
p r á c t ic a m e n te  in a lte ra d o s  sa lvo  a los 180  m inutos  
postrealimentación. En este periodo se observa un aumento  
estad ísticam ente  significativo. Frente a los 1 ,07  p m o le s /g r .  
hallados a los 0  minutos pasamos , a los 180 minutos, a valores de 
1 . 8 8  pmoles/gr. lo cual supone un aumento con respecto al valor 
basal del 75%.
Las m odificaciones observadas en el devenir de 
nuestros estudios sobre la concentración sangu ínea  de 6  
hidroxibutirato han sido muy marcadas. En el animal ayunado 
durante 24 horas la concentración es, lógicamente muy elevada, 
registrándose un valor medio de 0,457 pm oles /gr.
A los 90 minutos postrealimentación la concentración 
de B hidroxibutirato ha caído a valores de 0,04 pm oles /gr.
Estos bajos niveles se mantienen a los 180 minutos, al igual que 
en la rata alimentada (0,05 y 0 ,012 pm oles/gr, respectivamente).
2 .2 . - Concentraciones de diversos metabolitos hepáticos en ratas 
alimentadas con dieta "ad libitum”.
Como podemos observar en la tabla 5 no se aprecian 
v a r ia c io n e s  e s t a d ís t ic a m e n t e  s ig n i f ic a t iv a s  en las  
concentraciones de glucosa, tanto en la rata no realimentada ( 0  
minutos) como en las ratas sacrificadas 90 ó 180 minutos 
después de la realimentación.
Como acabamos de ver, asi como la concentración de 
glucosa en el hígado permanece constante en todos los casos 
estudiados, los resultados obtenidos para el lactato son muy 
distintos. La diferencia establecida entre la concentración de 
lactato en el hígado a los 0 minutos y la obtenida a los 90 
minutos postrealimentación, muestra un aumento de casi el 80%  
(0 ,32 p.moles/gr. frente a 0,62 p.moles/gr.). El aumento a los 180 
minutos es todav ía  superior, llegando a a lcanzar  los 0 , 8 8  
jimoles/gr. En la rata alimentada, siguiendo esta linea de aumento 
progresivo, la concentración de lactato en el hígado es de 1 
jimol/gr. de tejido.
TABLA 5
Concentraciones de diversos metabolitos en el hí­
gado de ratas alimentadas "ad libitum'! (AL) y con dieta a 
tiempo restringido (DTR).
TIEMPO
0 ’ 90* 180' Alimentada
A.L.
Glucosa
5,51-0,79
(6 )
5,96^1,27
(4)
5,66-1,60 
(6 )
6,84^1,26
(5)
D.T.R 5,52^0,86
(8 )
6,46^1,49
(8 )
6,46±0,98
(7)
A.L.
Lactato
D.T.R
0,32-0,17 
(5)
+ 3  0,78-0,40
(7)
0,62¿0,17 
(5)
0,76^0,36 
(8 )
0,38^0,46*
(6 )
0,55^0,29
(7)
1,00±0,33*
(5)
A.L
Glucógeno
D.T.R
8 ,1 2 ^8 , 1 0
(5)
19,1-18,40
(8 )
+ **
29.8-9,94
(5)
44.8-42,2
(6 )
103^7-^7*6
(5)
j. ****
96,1-17,1
(7)
199,3-98,05
(5)
Las ratas fueron sacrificadas 0, 90, y 180 minutos después 
ce ser alimentadas. Los metabolitos se expresaron en amóles/ 
/gr. Los resultados son media -  D.S. con el número de ^ observa 
ciones entre paréntesis. Los valores significativamente dis­
tintos con respecto a los 0 minutos se expresan * P<0,05 
** P<0,01 *** P<0,001 **** p¿0,0001 . Los resultados signifi^
cativamente diferentes con respecto al grupo "ad libitum" se 
expresan a P<0,05.
Al igual que ocurría en el tubo digestivo con los 
niveles de g lucosa y lactato tras la rea lim entación , las 
concentraciones de glucógeno se encuentran mediatizadas por el 
momento postprandial estudiado.
La concentración de glucógeno hepático tras 24 horas 
de ayuno es de 8,12 pmoles/gr. A los 90 minutos tras la ingesta 
los valores han subido a 29,8 pmoles/gr. El glucógeno continua 
sintetizándose a los 180 minutos alcanzándose una cifra de 103,7  
jimoles/gr. Las ratas no ayunadas ni realim entadas mantienen  
unos niveles de glucógeno de 199,3 p.moles/gr.
2 .3 .- Concentraciones de lípidos saponificables en hígado, tejido 
adiposo blanco y tejido adiposo' marrón en ratas alimentadas ”ad 
l ib i tu m ”
La fracción saponificare de los lípidos, consistente 
fundamentalmente en ácidos grasos de cadena larga, muestra en 
el tejido hepático el siguiente comportamiento ( Tab la  6  ) :. 
lógicamente durante el ayuno, la velocidad de síntesis de lípidos 
"de novo", se encuentra disminuida 90 minutos después de ser 
realimentadas con 5 gr. de pienso. La lipogénesis experimenta un
TABLA 6
Concentraciones de lípidos saponificables en hí­
gado, tejido adiposo blanco (TAB) y tejido adiposo marrón 
(TAM) en ratas alimentadas "ad libitum" (A.L) 6  con dieta 
a tiempo restringido (D.T.R).
TIEMPO
0 ' 90' 180’ Alimentada
A.L 2,38-0,60 5,47-1,60 * 4,44-1,32*
j. ★ * *
15,87^4,34
Hígado
D.T.R
(6 )
a
4,69-1,87
(5) A
41,93-24,2 *
(5)
24,92-20, S T
(5)
(5) (£) (7)
A.L 2,36±1,03 3,81-2,16 2,90-0,59 37,67-24,8
TAB
D.T.R
(6 )
10,51-6,93
(S)
(5) .
+ * 98,59^81,0
(8 )
(6) a
123,04—120,5
(4)
(5)
A.L 22,9-4,69 106,7-70,5
+ * * * * 
128,4-21,2 66,83-24,4
TAM (5) (5) ** (6 ) (5)
D.T.R
. aaaa  
123,5-121,6" 
(8 )
+291,6-113,4 
(7)
166,5^137,6 
(7)
Las ratas fueron sacrificadas 0,90 y 180 minutos 
después de ser alimentadas. Los resultados se expresan en 
Rimóles de H20 incorporando a lípidos/gr de tejidos/hora. 
Media - desviación "standard", con el número de o b s e r v a d o ^  
nes entre paréntesis. Los valores significativamente dife 
rentes con respecto al tiempo 0 se expresan como * P<0,0!T 
** P<0,01 *** P<0,001 **** p<0,0001. Los valores signi­
ficativamente diferentes con respecto al grupo "ad libi­
tum" se expresan a p<0,05 aa p< 0 ,0 1 .
claro aumento, pasando de los 2,38 jimoles de ^ H 2 0  incorpo­
rados/gramo de tejido fresco/hora en el minuto 0, a 5,47 j im o les  
^h^O /gr/hora  a los 90 minutos, lo cual supone un aumento de más
de 1 0 0 % con respecto a los 0  minutos. 180 minutos tras la 
ingesta la lipogénesis mantiene, si bien con un discreto descenso, 
los valores observados a los 90 minutos.
En la rata alimentada, los valores obtenidos son de 
15,87 jimoles ^h^O/gr/hora. Si lo comparamos con los 0  minutos,
nos indica la discrepancia en la lipogénesis en ayunas y en rata 
alimentada. La diferencia en la velocidad de síntesis de lípidos, 
entre el ayuno y la rata alimentada (en hígado), es de unas 6,5  
veces.
El patrón lipogénico hallado en el tejido adiposo  
blanco es muy distinto. En la rata ayunada la lipogénesis se 
encuentra , al igual que en el tejido hepático, muy disminuida. 
Siendo sus valores similares a los del hígado (2 , 8 6  j im o le s  
^ H 2 Ü /g r ./h .) .  Sin em bargo, 90 minutos después de ser
realimentada, no se ha producido una elevación estadísticamente 
significativa en la formación de lípidos.
A los 180 minutos continua sin producirse ningún tipo 
de incremento. Incluso hay un discreto descenso con respecto a los
90 minutos. En la rata alimentada sí que hay una clara diferencia 
con respecto al ayuno (37,67 jamóles ^h^ O /g r/h o ra ) siendo este
valor muy superior (más del doble) al cuantificado en el hígado de 
la rata alimentada.
A continuación y por último se estudió la formación de 
lípidos en el tejido adiposo marrón interescapular.
Debem os destacar en primer lugar que, en todo 
momento, la velocidad de síntesis de lípidos saponificables fue 
superior en el tejido adiposo marrón que en el resto de los tejidos 
estudiados. Tanto en la rata ayunada, como en la alimentada o 
realim entada.
En la fase de ayuno la velocidad de síntesis fue de 
22,9 jamóles ^ h ^ O / g r / h o r a ;  unas 8  veces superior a los valores
básales medidos en hígado y tejido adiposo blanco. En el periodo 
postrealimentación se produce un incremento a los 180 minutos 
de más de 5 veces su valor control. Este aumento es muy superior 
a! experimentado en los otros tejidos estudiados. Recordemos que, 
tanto en el tejido hepático como en el tejido adiposo blanco, a los 
180 minutos comenzaban a disminuir la velocidad de síntesis. Sin 
embargo, en el tejido adiposo marrón, los valores obtenidos en el 
minuto 180 son mayores que a los 90 minutos (128,4 jamóle^/
^ b ^ O /g r /h o ra  a los 180 minutos, frente a los 106,7  j im o le s  
3 H 2 0/gr/hora a los 90 minutos).
En la rata a lim entada, la velocidad de síntesis 
continua siendo superior (66 ,83  pm oles  ^ H 2 0 /gr/hora) a la
observada en las mismas condiciones en los otros tejidos. Sin 
embargo experimenta un descenso con respecto a los valores 
obtenidos en el periodo postrealimentación.
2.4.- Concentraciones de colesterol v escualeno en hígado de ratas 
alimentadas con dieta "ad libitum”.
La velocidad de síntesis de colesterol (Tabla 7), no 
experim en ta  variac iones significativas durante  los periodos  
postrealimentación estudiados. La colesterogénesis se estudió
m ediante  la m edida de las concentrac iones hepáticas de
colestero l, el producto final, y de escualeno , uno de los
intermediarios cuantitativamente más importantes.
Ni en los valores de colesterol ni escualeno se
encontraron  variac iones  s ign ifica tivas  con re lación a los 
controles ayunados. Tan solo en las ratas alimentadas "ad libitum"
.TABLA 7
Concentraciones de colesterol y escualeno en hígado de rata sometida a dieta con tiempo 
restringido (DTR) 6  "ad libitum" (AL).
TIEMPO
COLESTEROL
A.L, D.T.R
ESCUALENO
A.L D.T.R
0 * 1,000-0,45 1,670-0,64“ 0  ,137^0,06 0,162-0,05
(6 ) (8 ) (6 ) , (8 )
90* 0,745¿0,24
*
2 ,730-í 1 ,1 5aa 0,139-0,05
**
0,336-0,13““
(5) (8 )
a
(5) (8 )
130* 1,089-0,60 3,970±2,49* 0,155-0,04 0,280-0,34
(3) (7) (3) (7)
Alimentada 1,790-0,55* 
(5)
0,14 4-0,05 
(5)
Las ratas fueron sacrificadas 0, 90, y 180 minutos después de alimentadas. Los meta 
bolitos se expresan encimóles/gr/hora. Los resultados son medie. - D.S. con el número de 
observaciones entre paréntesis. Los valores significativamente diferentes con respecto 
a los 0 minutos se expresan por * P<0,05 ** P<0,01. Los valores significativamente di
ferentes con respecto al grupo "ad libitum" se expresan a P<0,05 aa p<0,01.
sin periodo de ayunas, se obtuvo un aumento con respecto a la rata 
ayunada, estadísticamente diferente. La fracción no saponificable 
de los lípidos, consistente fundam enta lm ente  en colesterol y 
otros esteróles, ofreció valores virtualmente similares a los del 
colesterol, por lo cual no será incluido en ninguna de las tablas de 
resultados.
3. E S T U D IO  EN LA R A T A  S O M E T ID A  A D IE T A  A T IE M P O  
R E S TR IN G ID O  DEL EFEC TO  DE LA R E A L IM E N T A C IO N  SO B R E  
LA C O N C E N TR A C IO N  T IS U LA R  DE D IST IN TO S M E TA B O LITO S .
3.1 .^Concentraciones de glucosa, lactato v ÍB-hidroxibutirato en 
tubo digestivo v sanare de ratas alimentadas con dieta a tiempo 
restringido.
En el tubo digestivo los valores obtenidos, tanto para 
la glucosa como para el lactato, siguen el mismo esquem a de 
actuación observado en las ratas alimentadas "ad libitum" . Se 
aprecia, como decimos, un claro incremento en la concentración de 
glucosa y lactato a los 90 minutos de efectuar la ingesta, si bien 
el aumento experimentado en los niveles de lactato con respecto a 
su valor basal ( 0  minutos), es sensiblemente superior al obser-
vado en las ratas que han sido alimentadas mediante dieta libre.
Las concentraciones m edidas a los 180 minutos 
experim entan como en los valores homóninos de ratas "ad 
libitum", un pequeño descenso claramente sintomático de que el 
proceso digestivo está todavía en curso.
Tan solo a los 180 minutos tras la realimentación se 
produce un aumento significativo de la glucemia, mientras que el 
resto de valores de glucosa y lactato sanguíneo permanencen  
inalterados. Tampoco se aprecian diferencias entre los valores de 
glucosa y lactato en sangre de ratas alimentadas "ad libitum" o 
con dieta a tiempo restringido. De la observación de los valores de 
Í3 hidroxibutirato, destaca el hecho de que los valores de las ratas 
en ayunas con d ieta  libre (tabla  4 ), son ostensib lem ente  
superiores a las de los animales alimentados mediante una dieta 
con tiem po restringido (T a b la  8 ). En las prim eras , la 
concentrac ión  de 8  h idroxibutirato  a lc a n z a b a  los 0 ,4 5 7  
j im o le s /g r ,  m ientras que en las últim as los va lores se 
mantuvieron en 0 ,144  jamoles/gr., tres veces inferior a las 
ratas alimentadas libremente.
La concentración de B hidroxibutirato a los 90 
minutos fue muy similar a la medida en ratas con dieta libre. Del 
mismo modo, la disminución en la concentración con respecto al
animal ayunado, fue significativa. La desem ejanza entre la rata 
a lim en tad a  180 minutos antes y la rata a yu n ad a  no es 
sign ificativa, a d ife renc ia  de lo observado en las ratas  
alimentadas con una dieta "ad libitum".
3.2.- Concentraciones de diversos metabolitos hepáticos en ratas 
alimentadas con dieta a tiempo restringido.
Los resultados obtenidos tras el estudios de las 
diferentes concentraciones de glucosa registradas en los diversos 
estadios pre y post alim entación, ponen de manifiesto una 
estabilidad completa, sin variaciones significativas en los niveles 
de glucosa hepática (Tablas 5). Estos resultados son similares a 
los obtenidos en animales alimentados "ad libitum". Los valores 
recogidos tras el estudio de la concentración hepática de lactato, 
a diferencia de los obtenidos en ratas alimentadas "ad libitum", no 
muestran variaciones significativas con respecto al minuto 0 . Si 
bien, la concentración de lactato a los 0  minutos en ratas 
a lim entadas  "ad libitum", era  s en s ib lem en te  inferior, 0 ,3 2  
jimoles/gr. frente a los 0,78 pmoles/gr. de las ratas alimentadas  
con dieta a tiempo restrigido. La concentración hepática de 
glucógeno en ratas sometidas a dieta con tiempo restringido 
sigue, a grandes rasgos, el mismo patrón que las ratas  
alimentadas "ad libitum".
La concentración de glucógeno en el periodo de ayunas 
es discretamente más alta que la encontrada en los animales 
alimentados "ad libitum", si bien, no existen diferencias reales 
entre ellos, debido en parte a las e levadas  desviaciones  
"standard". Este mismo problema hace que aunque a los 90 minutos 
de la ingesta  la concentración de g lucógeno asciende  
notablem ente (44 ,8  jimoles/gr frente a los 19,1 pm oles /gr del 
control), la abultada desviación hace que no exista una diferencia 
estadísticamente significativa. A los 180 minutos, sin embargo, 
la diferencia es muy notoria, siendo la concentración cercana a la 
hallada durante este mismo periodo de tiempo en los animales 
alimentados "ad libitum".
3.3.- Concentración de lípidos saponificables en hígado, tejido 
adiposo blanco v tejido adiposo marrón de ratas alimentadas con 
dieta a tiempo restringido.
En todos los datos incluidos en la tabla 6  se observa, 
de forma constante un aumento en la mayoría de los casos 
significativo, de la velocidad de síntesis de lípidos saponificables 
en relación a los animales alimentados "ad libitum".
En el hígado se m antiene el mismo esquem a de 
ascenso a los 90 minutos y posterior descenso a los 180 minutos. 
En el grupo de ratas con dieta a tiempo restringido, que han sido 
sometidas a ayuno, ya se aprecia una mayor síntesis de lípidos, 
4 ,6 9  p m o le s  ^ h ^ O / g r  /h o ra  frente a los 2 ,3 8  p m o l e s
q
° H 2 0 /gr/hora de las ratas con dieta "ad libitum" sometidas a
ayuno. A los 90 minutos después de ser alimentadas, la diferencia 
es 7 veces superior. A los 180 minutos todavía continúa siendo 
superior al grupo "ad libitum", aunque la diferencia es menor.
En el tejido adiposo blanco las diferencias existentes 
entre los dos esquem as de a lim entación  son importantes. 
R ecordem os que los an im ales a lim entados "ad libitum" no 
presentaban ninguna alteración en la velocidad de síntesis a los 
90 ó 180 minutos de ser realimentadas.
En los anim ales alim entados con dieta a tiempo  
restringido, la velocidad de síntesis de lípidos en tejido adiposo 
blanco a los 0 minutos es de 10,51 pmoles ^ i^ O /g r /h o ra  frente a
los 2 , 8 6  pm oles /g r /hora  hallados en la rata a lim entada "ad 
libitum". A los 90 minutos tras la ingesta de 5 gr de pienso la 
velocidad de síntesis pasa a ser de 98,59 pmoles ^ I^ O /g r  /hora
lo cual supone un aumento con respecto al tiempo 0  (ayunas) de 
casi diez veces, mientras que como se recordará, no hubo ningún
tipo de modificación tras la realimentación en el grupo de ratas 
a lim entadas  "ad libitum". Las d iferenc ias  son todavía más 
marcadas a los 180 minutos. Dado que la velocidad de síntesis de 
lípidos esta todavía más acelerada (123 ,04  pm oles/gr/hora), la 
capacidad lipogenética del tejido adiposo blanco de una rata 
sometida a dieta a tiempo restringido es más de 40 veces superior 
a la de la rata alimentada "ad libitum" (180 minutos después de 
ser realimentada).
En el tejido adiposo marrón las diferencias entre los 
dos esquem as de alimentación son también acusadas. A los 0 
minutos la velocidad de formación de lípidos saponificables es de 
1 2 3 ,4 9  p m o les  ^ i^ O /g r / h o r a  en ratas con d ieta a tiempo
restringido y 22,9  pmoles ^ h ^ O / g r / h o r a  e n animales realimenta- 
dos "ad libitum" (Tabla 6 ).
A los 90 minutos tras la alimentación la síntesis de 
lípidos en el grupo de dieta a tiempo restringido ha aumentado  
hasta 2 9 1 ,6 4  p m o les  ^ H 2 Ü /g r/h o ra . S iendo superior a la
encontrada en ratas con dieta "ad libitum" durante ese mismo 
periodo 106,7  pmoles /gr/hora. (Tabla 6 ). Sin embargo a los
180 minutos postrealimentación la velocidad de formación de 
lípidos cae, discurriendo a una velocidad cercana a la de la fase
prerealimentación. En el grupo "ad libitum" (Tabla 6 ) durante los 
180 minutos, la síntesis de lípidos era un poco inferior a la
hallada en ratas con dieta a tiempo restringido, pero todavía
m anten ía  una diferencia positiva y significativa con su valor 
control.
3.4.- Concentraciones de colesterol v escualeno en hígado de 
ratas alimentadas con dieta a tiempo restringido.
Las concentrac iones de colestero l y escualeno  
obtenidas en el hígado de rata som etida a dieta de tiempo
res tr in g id o  (T a b la  7) c o n firm a n  el h a l la z g o  descrito  
anteriormente (Tabla 6 ), en el que la síntesis de lípidos está
acelerada en estos mismos animales. En efecto, en el minuto 0 la 
velocidad de síntesis de colesterol fue de 1,67 p m o le s /g r /h o ra ,  
mientras que en el grupo alimentado "ad libitum" la velocidad de 
formación fue de 1 .00 p m o le s /g r /h o ra .  La d ife re n c ia  es 
estadísticamente significativa, si bien no lo es en el caso del 
escualeno para el periodo de ayuno. El estadio postrealimentación 
no hace sino confirmar el incremento del colesterol, tanto con 
respecto a la fase de ayuno (donde se produce un incremento 
sostenido), como en relación al otro esquem a de alimentación. 
Hallándose 2 ,78  y 3 ,97  pm oles 3 H 2 0 /g r /h o ra  a los 90 y 180
minutos respectivamente. Los valores de colesterol obtenidos en
ratas con d ieta  libre son ostensib lem ente  inferiores (0 ,6 45  
jamóles H 2 0  /gr/hora a los 90 minutos y 1 ,089 jamóles H 2
O/gr/hora a 180 minutos después de ser realimentadas) a las de 
las ratas con dieta a tiempo restringido.
Las concentraciones de escualeno halladas en el 
periodo posterior a la ingesta, sí han sido, a diferencia de lo que 
ocurría en el ayuno, sensiblemente superiores a las del grupo de 
animales alimentados mediante una dieta a tiempo restrigido .
4. ESTUDIO DEL EFECTO DE LA CILOCHEXIMIDA EN LA RATA 
A LIM EN TA D A  "ad lib itu m ". AC CION SOBRE LA 
CONCENTRACION TISULAR DE DISTINTOS METABOLITOS.
4.1.- Efecto de cicloheximida sobre los niveles de glucosa, lactato 
v B hidroxitutirato en tubo digestivo v sanare en ratas 
alimentadas "ad libitum”
La cicloheximida fue utilizada para alterar la 
dirección del flujo de carbonos en el hígado durante la realimen­
tación. Como sabemos la cicloheximida es bien conocida por sus 
efectos como inhibidor de la síntesis de proteínas. Sin embargo,
estudios recientes sugieren otros e fectos  m etabólicos. La 
cicloheximida parece actuar como un «¿-agonista.
Se ha visto "in vivo", que la adminsitración de este 
producto a ratas alimentadas con una dieta "ad libitum" activa la 
fosforilasa y depleciona el hígado de glucógeno (Cecil y Bitman, 
1966; Wititsuwannakul y Kim, 1978).
A continuación se recogen los efectos de la 
cicloheximida sobre diferentes tejidos. No existe ninguna acción 
apreciable sobre las concentraciones de glucosa y lactato del tubo 
digestivo . Al igual que veíamos en las ratas no tratadas con 
ciclohexim ida se aprecian importantes d iferencias entre los 
animales ayunados y los realimentados.
La acc ió n  de la c ic lo h e x im id a  sobre  las 
concentraciones sanguíneas de diferentes metabolitos, es más 
m arcada que la efectuada sobre el tracto gastro intestina l. La 
glucemia no se modifica significativamente en la rata ayunada 24 
horas con respecto a los controles no inyectados. Podemos  
observar, sin embargo, en las ratas inyectadas con cicloheximida 
y previamente realimentadas, un claro descenso en la glucemia. 
La concentración sanguínea de glucosa cae de 4 .92 jimoles/gr en 
el control no inyectado a 3,75 jimoles/gr en las ratas tratadas con
cicloheximida (90 minutos tras la realimentación [Tabla 8]). A 
los 180 minutos se mantienen las mismas diferencias entre los 
controles y las ratas inyectadas con cicloheximida. No se observan 
,sin em bargo, diferencias significativas en la concentración  
sanguínea de lactato entre los controles y los animales tratados 
con cicloheximida. Por otro lado, tanto en los niveles de glucemia 
como en los de lactato, se mantienen las concentraciones al 
mismo nivel entre las ratas ayunadas y las realimentadas. Las 
concentraciones de B hidroxibutirato sanguíneo registradas en el 
grupo tra tad o  con c ic lo h e x im id a , m u estran  im portantes  
modificaciones en relación a los valores control. Las ratas 
inyectadas con cicloheximida ofrecen valores de 0,201 jim o les /gr  
en la rata ayunada, mientras que los animales en ayunas no 
tratados, daban unos valores de 0 ,457  jimoles/gr. Pero tras la 
ingestión de 5 gr. de pienso, las diferencias se hacen mayores. El 
grupo tratado con cicloheximida mantiene los mismo valores a los 
90 minutos que en ayunas. Sin embargo, los controles caen 
drásticam ente tras la realimentación, obteniéndose valores de 
0 ,217  pmoles/gr a los 90 minutos en las ratas tratadas, frente a 
0,040 jimoles/gr en los controles durante el mismo tiempo (Tabla 
8). A los 180 minutos los niveles del B hidroxibutirato hemático 
todavía se mantienen elevados, si bien ya han comenzado a caer. 
En cualquier caso, las diferencias con sus controles son aún muy 
m a rc a d a s : 0 ,1 2 9  j im o le s /g r  en el grupo inyectado con
cicloheximida y 0,050 en el control (Tabla 8).
TABLA 8
Efecto de cicloheximida sobre los niveles de glu 
cosa, lactato y (J>-hidroxibutirato en tubo digestivo y 
sangre en ratas alimentadas "ad libitum".
0 ' 90 '
o0
0
TUBO DIGESTIVO
Control 20 ,57^5 ,93
4 . * * * *
4 2 3 ,6 -1 6 ,0 253,1^123*8
Glucosa (5) *** (6 ) ****
Cicloheximida 1 7 ,3 6 -0 ,6 8 3 7 3 ,6 -1 0 2 ,5 384,9^79,1
(8 ) (5) (5)
Ccntrol 9 2 ,1 5 -3 9 ,0 7 2 3 2 ,0 3 -9 3 ,8 2 0 5 ,6 0 -7 9 ,4
lactato (6 ) (5) (6 )
Cicloheximi sa 5 1 ,00^0 ,57
4.
2 3 7 ,4 -7 0 ,5 1 4 2 ,5 -1 9 ,6 9
(5) (5) (5)
SANGRE
Control 4 ,14±0 ,61 4 ,9 2 ^ 0 ,1 2 5 ,1 7 ± 0 ,5 8
Glucosa (4)
V (3) aa ( 6 ) aa
Cicloheximida 3 ,9 2 -0 ,0 7 3 ,7 5 ^ 0 ,4 5 3 ,7 9 ± 0 ,6 9
( 1 C) (5) (5) *
Control 1 ,0 7 -0 ,3 6 1 ,3 5 -0 ,3 7 1 ,88^0,71
Lactato ( 6 ) (5) (5)
Cicloheximida 1 ,67^0 ,06 1 ,5 3 -0 ,1 7 1 ,5 9 -0 ,4 6
( 1 1 ) (5) (5)
Control 0 ,4 5 7^ 0 ,1 5
4 . *★
0 ,0 4 0 -0 ,0 1
4 . * * *
0 ,0 5 0 -0 ,0 3
P> Hidroxibutirato (3) (4) (4)\
Cicloheximida 0 ,201^ 0 ,03
+ Sa
0 ,2 1 7 -0 ,0 3 0 ,1 2 9 -0
(3) (5) (3)
Las ratas fueron sacrificadas 0,90, y 180 minutos 
después de ser alimentadas. Los metabolitos se expresaron 
en iimoles/gr. Los resultados son media - desviación “standard” 
con e T  número de observaciones entre paréntesis. Los valo­
res significativamente diferentes con respecto a los 0  mi 
ñutos se expresan * P<0,05 ** P<0,01 *** P<0,001
Los resultados significativamente diferentes con respecto 
al grupo "ad libitum" se expresan 3 P<0,05.33 P<0,01 
aaa P<0,001 aaa§ p<0,0001
4.2 .-  Concentraciones de diversos metabolitos en el hígado de
ratas alimentadas "ad libitum”.
La concentración hepática de glucosa (Tabla 9) no 
presenta modificaciones sustanciales, tanto en relación con los 
controles no tratados con cicloheximida, como en las diferencias 
entre 0, 90, y 180 minutos tras la ingesta. La concentración de
lactato en el hígado sí ofrece variaciones. En primer lugar, y al 
igual que en los animales no tratados, se aprecia una variación 
sustancial entre el grupo sometido a ayuno de 24 horas y los 
grupos de ratas realimentadas tras el ayuno. A los 0 minutos la 
concentración de lactato es de 0,52 pmoles/gr, mientras que 90 
minutos tras la ingesta, el valor asciende hasta 1,17 pmoles/gr . 
A los 180 minutos tras la realimentación, la concentración se 
mantiene en 1,11 pmoles/gr. Las diferencias entre los controles y 
los anim ales tratados con cicloheximida, tan solo se hacen 
notorias a los 90 minutos tras la ingesta. El control es 0,62  
p,moles/gr (Tabla 9) y en las ratas tratadas la concentración  
asciende antes a 1,17 pm oles/gr.
Los niveles de glucógeno en las ratas inyectadas con 
cic lo h ex im id a  y a l im e n ta d a s  con d ie ta  "ad libitum", no 
experim entan  variac iones significativas, tanto en el periodo 
previo a la realimentación (0 minutos), como a los 90 minutos de 
la misma. Sin embargo a los 180 minutos existe una clara 
disminución, pasando de los 103,7 pmoles/gr en la rata control a
TABLA 9
Efecto de la cicloheximida sobre los niveles hepáticos de glucosa, lactato y glucógeno 
en ratas alimentadas "ad libitum".
TIEMPO GLUCOSA 
Control Cicloheximida
LACTATO 
Control Cicloheximida
GLUCOGENO 
Cbntrol Cicloheximida
90
180
5,51-0,79
( 6 )
5,96-1 ,27 
(4)
5,66-1,60 
( 6 )
5,04-0,15
( 1 1 )
5 ,67-0,58 
(5)
5,20-1,63 
(5)
0,32-0,17 0,52-0,11
(5) ( 1 1 )
aa
0,62-0,17 1,17-0,28
(5) (5)
0 , 88-0,46 1 , 1 1-0,31
(6 ) (5)
8 , 1 2 - 8 , 10 
(5)
29,8-9,94*
(5)
¿27
(5)
+  *  *
103,7 7,6
31 ,33— 12,1 
(5)
a
72,23¿8,61
(5)
Las ratas fueron sacrificadas 0,90,y 180 minutos después de ser alimentadas Los metaboli­
tos se expresaron en^moles/gr. Los resultados son media ¿ D.S., con el número de observa 
clones entre paréntesis. Los valores significativamente diferentes con respecto a los 0 
minutos se expresan * P<0,05 ** P<0,01. Los resultados significativamente diferentes con 
respecto al control se expresan a P<0,05 aa p<0,01.
72,23  jim oles/gr en las ratas tratadas con cicloheximida (tabla
9).
4.3- Efecto de la cicloheximida sobre la concentración de lípidos 
saponificables en hígado . tejido adiposo blanco, v tejido adiposo 
marrón de ratas alimentadas "ad libitum”.
La cicloheximida no originó, a tenor de los resultados 
expuestos en la tabla 10, ninguna diferencia significativa con 
respecto a los valores control. En el tejido hepático parece  
advertirse un discreto aumento, pero debido a las abultadas  
desviaciones "standard" éste no se hace patente. En el tejido 
adiposo, tanto el blanco como el marrón, se aprecia un pequeño 
descenso, pero de nuevo no es estadísticamente significativo.
4.4.- Efecto de cicloheximida sobre la síntesis de colesterol en 
hígado de rata alimentada "ad libitum".
La c ic lo h e x im id a  no p ro d u c e  v a r ia c io n e s  
significativas en la biosíntesis de colesterol (Tabla 11). Ocurre 
igual que con los resultados obtenidos durante la medida de la
TABLA 10
Efecto de cicloheximida sobre la concentración de lípidos saponificables en hígado, 
tejido adiposo blanco (TAB) y tejido adiposo marrón (TAM) en ratas alimentadas "ad 
libitum".
TIEMPO HIGADO 
.Control Cicloheximida
TAB
Control Cicloheximida
TAM
Control Cicloheximida
90 5,47-1 ,60 8 ,4 3 - 0 , 6 8
(5) (4)
3,81-21,6
(5)
3,73-2,02
(5)
106,7^70,5 98,18-38,2
(5) (5)
180' 4,44-1,32 10,36-0,95 
(5) (5)
* *
2,90-0,59 2,10-0,64
( 6 ) (5)
128,4-21,1 
( 6 )
95,70-64,1 
(5)
Las ratas fueron sacrificadas 90 y 180 minutos después de ser alimentadas. Los metabolitos 
se expresan en umoles/gr. Los resultados son media - D.S. con el número de observaciones 
entre paréntesis. Los valores significativamente diferentes con respecto al grupo control 
se expresan como *P 0,05 **P 0,01.
TABLA 11
Efecto de cicloheximida sobre los niveles de colesterol y escuaieno en hígado de 
rata alimentada "ad libitum".
T i e m p o
Control Cicloheximida Control Cicloheximida
90* 0,7 45¿0,24 0,872^0,14 0,139^0,05 0,126¿0,06
(5) (3) (5) (3)
180' 1 ,115-0,46 0,780-0,26 0,104¿0,08 0,073Í0,05
(5) (5) (5) (5)
Las ratas fueron sacrificadas 90 y 180 minutos después de ser alimentadas. Los metabo 
litos se expresaron en ^unoles/gr Los resultados son media -  desviación standard con eT i 
número de observaciones entre paréntesis.
i
síntesis de lípidos saponificables. Al igual que en el apartado 
anterior las desviaciones "standard" enm ascaran las pequeñas  
variaciones que pudieran tener lugar.
5.- Estudio del efecto de cicloheximida en las ratas 
sometidas a dieta de tiempo restringido.Acción sobre la 
concentración tisular de distintos metabolitos.
5.1.- Efecto de cicloheximida sobre los niveles de glucosa, lactato 
v B hidroxibutirato en tubo digestivo v sanare de ratas sometidas 
a dieta a tiempo restringido.
El tratamiento de las ratas sometidas a dieta con 
tiempo restringido no produce ninguna alteración en los niveles de 
glucosa y lactato del tubo digestivo (Tabla 12).
En la sangre el efecto es más marcado. A lo? 180 
minutos tras la ingesta se produce una hipoglucemia, el descenso 
es significativo con respecto a los controles. Las ratas  
inyectadas con c iclohexim ida tienen una g lucem ia de 3 ,78  
prnoles/gr mientras que los controles mantienen una cifra de 5,13
TABLA 12
Efecto de cicloheximida sobre los niveles de glu 
cosa, lactato y hidroxibutirato en tubo digestivo y san 
gre de ratas alimentadas con dieta a tiempo restringido.
TIEMPO
TUBO DIGESTIVO
Ccntrol
glucosa
Cicloheximida
Ccntrol
lactato
Cicloheximida
90' 180'
4 3 ^é?” 8 4 f 1
3 1 1 ,2 -1 0 9 ,4  
(5)
4 2 0 ,0 -1 0 3 ,4 4 4 1 ,1 -7 3 ,3
( 6 ) (4) ,
2 4 7 ,7 -0 8 *7 1 9 0 ,9 -5 9 ,8
( 8 ) +
2 9 1 ,0 -7 3 ,6 7 2 2 1 ,3 -2 9 ,4
( 6 ) (4)
SANGRE
glucosa
Control
Cicloheximida
4 ,5 0 -0 ,8 5
(8 i3 ,9 8 -0 ,4 0
( 6 )
5 ,1 3 ^ 0 ,3 8
3 aa
3 ,7 8 -0 ,3 1  "  
(4)
lactato
Ccntrol 1 ,21^0,76  
(8 )
1 ,2 3 -0 ,3 1  
(7)
Cicloheximida 1 ,3 3 -0 ,1 9
(6 )
1 ,41±0 ,21
(4)
Control
hidroxibutiratoi
Cicloheximida
0 ,0 4 7 -0 ,0 2
(7)
0 ,1 5 8 ^ 0 ,0 5 “
(4)
0 ,0 64^ 0 ,03
( 6 )
0 ,1 1 9 - 0 ,0 2 “ “  
(4)
Las ratas fueron sacrificadas 90 y 180 minutos 
después de ser alimentadas. Los metabolitos se expresaron 
en umoles/gr. Los resultados son media - desviación standard 
con el número de observaciones entre paréntesis. Los resul__ 
tados .sicrnificativamente diferentes con respecto al grupo 
control : se expresan 3 P<0,05 Pí),01 333 P<0,001
jimoles/gr. La concentración de lactato sanguíneo no sufre sin 
em bargo ninguna alteración. Los niveles sanguíneos de B 
hidroxibutirato sufren, del mismo modo, un claro incremento en 
presencia de cicloheximida. Así, a los 90 minutos de efectuar la 
ingesta, la concentración de B hidroxibutirato se mantiene en 
0,158 pmoles/gr, mientras que el control es 0 ,047 pmoles/gr. A 
los 180 minutos tras la realimentación la rata continua teniendo 
niveles altos de B hidroxibutirato 0 ,119 pmoles/gr, mientras el
valor medio de los controles es de 0,064 pm oles /gr.
5 .2.- Efecto de cicloheximida sobre las concentraciones de 
diversos metabolitos hepáticos en ratas alimentadas con dieta a 
tiempo restringido.
Las concentraciones hepáticas de glucosa y lactato se 
encuentras am pliam ente afectadas por la cicloheximida (tabla 
13).
A los 180 minutos tras la ingestión de 5 gr. de pienso 
se produce una disminución en la concentración hepática de 
glucosa, que pasa de 6,46 a 5,15 jimoles/gr. Los efectos sobre los
TABLA 13
Efecto de ciclohexiiuida sobre los niveles hepáticos de glucosa, lactato y glucógeno en 
ratas alimentadas con una dieta a tiempo restringido.
TIEMFO GLütoSA ' LACTATO GLUCOGENO
Control Cicloheximida Control Cicloheximida Control Cicloheximida
90’ 6,46¿1,49 5,71Í0,30 0,76¿0,36 1,18¿0,30a 44,8¿42,2 30,82Í21,3
(8 ) (6 ) (8 ) (6 ) (6 ) (6 )
180' 6,46^0,98 5,15^0,36a 0,55Í0,29 1 ,28^0, 2 8 a 96,1¿17,1 24,04±13 ,§8aa
(7) <4) (7) (4) (7) (4)
Las ratas fueron sacrificadas 90 y 180 minutos después de ser alimentadas. Los metabolitos 
se expresan en jumoles/gr. Los resultados son media i D.S. con el nümero de observaciones 
entre paréntesis. Los resultados significativamente diferentes con respecto al control se 
expresan a p<0,05 aa  p< 0 , 0 1  a a a a  p< 0 ,0 0 0 1 .
niveles de lactato son todavia más marcados. A los 90 minutos la 
concentración asciende de 0 ,76  jimoles/gr en el control a 1,18 
p,moles/gr. Y a los 180 minutos los valores pasan a ser de 0,55  
p.moles/gr en los animales no inyectados, a 1,28 jim oles/gr en 
las ratas tratadas con cicloheximida. Recordemos, que tanto en el 
hígado como en la m ayoría de los metabolitos medidos en 
muestras sanguíneas, el efecto de la cicloheximida sobre las 
ratas sometidas a dieta con tiempo restringido, ha sido más 
importante que el producido sobre ratas alimentadas con una dieta 
l ibre.
La concentración de glucógeno en ratas alimentadas 
con dieta a tiempo restringido y sometidas a tratamiento con 
cicloheximida, no experimentan variación, al igual que ocurría en 
las ratas a lim entadas "ad libitum" durante los primeros 90 
minutos del periodo postrealimentación. Sin embargo, y como en 
el grupo "ad libitum", se produce a los 180 minutos tras la ingesta 
en las ratas inyectadas con cicloheximida, un claro descenso en la 
concentración de glucógeno hepático .
No se incluyen las observaciones en el periodo previo 
a la ingesta por ser irrelevantes.
5.3.- Efecto de cicloheximida sobre la concentración de lípidos 
saponificables en hígado, tejido adiposo blanco v tejido adiposo 
marrón de ratas alimentadas con dieta a tiempo restringido.
No se producen variaciones apreciables en la gran 
mayoría de las situaciones estudiadas, como se desprende de la 
observación de la tabla 14. Tan solo en el tejido adiposo marrón, 
se puede apreciar una diferencia estadísticamente significativa a 
los 90 minutos tras la ingesta. Debemos considerar, por otro lado, 
el hecho de que si bien no se producen diferencias significativas 
en el resto de observaciones, constituye una constante la 
existencia de valores siempre inferiores a los de los controles. 
Las altas desviaciones "standard" hacen que estas diferencias no 
sean representativas.
5.4- Efecto de la cicloheximida sobre la concentración de 
colesterol y escualeno en hígado de ratas sometidas a una dieta a 
tiempo restringido.
La biosíntesis de colesterol no se encuentra alterada, 
a tenor de los resultados obtenidos (Tabla 15), por la inyección de 
ciclohexim ida a ratas a lim entadas con una d ieta a tiempo 
restringido. Estos datos coinciden con los obtenidos en animales
TABLA 14
Efecto de cicloheximida sobre la fracción saponificable de los lípidos en hígado, teji 
do adiposo blanco (TAB) y tejido adiposo marrón (TAM) de ratas sometidas a dieta a 
tiempo restringido.
TIEMPO HIGADO TAB TAM
Control Cicloheximida Control Cicloheximida Control Cicloheximida
*
90' 41,93±24,2 28,78±15,8 98,59Í87,8 53,88^29,02 291,64^113,4. 169,1^48,8
(8 ) (5) (8 ) (6 ) (7) (5)
180' 24,92Í20,8 15,80^2,26 123,04^120,5 13,07¿6,77 166,5^137,6 88,21^42,4
(7) (4) (4) (4) (7) (4)
Las ratas fueron sacrificadas 90 y 180 minutos después de alimentarlas. Los metabolitos 
se expresan en Rimóles de ^I^O/gr. de tejido fresco. Los resultados son media - D.S. con el 
número de observaciones entre paréntesis. Los valores significativamente diferentes con 
respecto al control se expresa por * P<0,05.
TABLA 15
Efecto de cicloheximida sobre la concentración de colesterol y escualeno en hígado de 
ratas sometidas a una dieta a tiempo restringido*
TIEMPO
90
COLESTEROL ESCUALENO
Control
2 ,78-1,15 
( 8 )
Cicloheximida
2,658^2,47 
( 6 )
Control
0,336Í0,13
(8 )
Cicloheximida
0 f307^0,27 
( 6 )
180 3 ,97-2,41 
(7)
3,838-2,28
(4)
0,280-0,34 
( 8 )
0,082-0,069
(4)
Las ratas fueron sacrificadas 903y 180 minutos despés de ser alimentadas. Los meta- 
bolitos se expresan en unioles.de í^O incorporado por gramo de tejido fresco. Media - 
D.S. El número de observaciones se encuentra entre paréntesis.
alim entados  "ad libitum". Es de destacar, por último, el 
importante descenso de la concentración de escualeno en el 
periodo de 180 minutos después de efectuar la ingesta. Este 
descenso no se repite de forma tan acusada ni en las ratas no 
tratadas con cicloheximida, ni en los animales alimentados "ad 
l ib itum ".
6.- ESTUDIO DEL EFECTO DEL ACIDO MERCAPTOPICOLINICO 
EN LAS RATAS SOMETIDAS A DIETA "ad libitum". ACCION 
SOBRE LA CONCENTRACIONES TISULAR DE DISTINTOS 
METABOLITOS.
6.1 . - Efecto del ácido mercaptopicolinico sobre los niveles de 
glucosa, lactato v B hidroxibutirato en tubo digestivo v sanare de 
ratas alimentadas "ad libitum".
El ácido mercaptopicolínico es un inhibidor de la 
gluconeogénesis hepática. Este compuesto actúa inhibiendo la 
fosfoenolpiruvato carboxikinasa.
Las concentraciones de glucosa y lactato en el tubo 
digestivo de las ratas alimentadas con dieta libre y tratadas con 
ácido mercaptopicolínico sufren las mismas variaciones que sus 
controles (tabla 16). La concentración de glucosa a los 90 minutos 
tras la rea lim entac ión  es de 3 0 0 ,3  j i m o le s /g r  s ie n d o  
significativamente inferior a los niveles que de esta hexosa habia 
en los animales no tratados con ácido mercaptopicolínico. Como 
decíamos en un principio, el resto de valores obtenidos en el tubo 
digestivo fueron similares a los hallados en el grupo "ad libitum" 
no tratado con ácido mercaptopicolínico.
La glucemia disminuye significativamente a los 90 
minutos de la realimentación. La concentración de glucosa en 
sangre cae en esta situación de 4 ,92  pm oles/gr en el control a 
3,74 pmoles/gr en la rata inyectada con ácido mercaptopicolínico. 
El resto de valores de la glucosa, aún siendo inferiores a sus 
respectivos controles, no presenta variaciones valorables. La 
concentración de glucosa a los 180 minutos es significativamente 
superior a la glucemia de la rata en ayunas (5,32 pm oles/gr. y 
3,92 jimoles/gr respectivamente), del mismo modo que ocurre en 
el control. La lactacidemia sufre sus mayores diferencias a los 90 
minutos de la realim entación, al igual que sucedía  con la 
glucemia. En este caso el valor basal de lactato se encontraba en 
1 .3 5  j im o le s /g r .  y tra s  el t r a ta m ie n to  con ác ido  
mercaptopicolínico pasa a ser de 2,60 pm oles /gr.
TABLA 16
Efecto del ácido mercaptopicolínico (AMCP) sobre 
la concentración de glucosa, lactato y £ hidroxibutirato 
en tubo digestivo y sangre de ratas alimentadas "ad libi 
tum".
TIEMPO
TUBO DIGESTIVO 90' 180'
Control 423,6^16,0 253,1-123,8
AMCP
(5) .. 
300,3-28,8
(6 )
4.
305,4-33,95
(4) (4)
Control 232,03-93,8 205,60^79,4
(5) (6 )
AMCP
4. ***
207,4-27,03
+ *** 
190,9-16,56
(3) (5)
SANGRE
Control 4,92±0,12 5,17-0,58
(3) (6 )
— + 3S 4, ***AMCP 3,7410726 5,32^0,21
(4) (5)
Control 1,35-0,37 1,88±0,71
(5) (6 )
AMCP 2,60-0,0§2 2,56-0,12
(4) (5)
Control
+ ** 
0,040-0,01 0,050^0,03
(4) (4)
AMCP 0,032^0,02
(3)
Las ratas fueron sacrificadas 90 y 180 minutos 
después de ser alimentadas. Los metabolitos se expresa­
ron en ^ moles/cr. Los resultados son media ± desviación 
standard con el número de observaciones entre parénte­
sis. Los valores significativamente diferentes con res 
pecto a el grupo control se expresan P<0,05 P<0,01 
P<0,001 P<0,0001. Los resultados significativamente di ■ 
¿erentes con respecto al grupo "ad libitum" se expresan 
a P<0,05 aa ?<0,01.
No se producen, sin embargo, a diferencia del control, 
variaciones significativas entre los valores hallados a los 0 
minutos y los distintos periodos postrealimentación.
La concentración hemática de G hidroxibutirato no 
experim enta  modificaciones con respecto a los controles no 
tratados con ácido mercaptopicolínico.
6.2.- Efecto del ácido mercaptopicolínico sobre la contración de 
glucosa, lactato v glucógeno en ratas alimentadas "ad libitum".
No se produce alteración en la concentración hepática 
de glucosa tras la inyección de ácido mercaptopicolínico (Tabla  
17). No existe, del mismo modo, ninguna modificación tras la 
realimentación. Se da, por tanto, un completo paralelismo con el 
grupo control.
En el lactato, sin em bargo, las variaciones con 
respecto a los controles son generalizadas. A los 90 minutos 
después de la realim entación, la concentración de lactato  
asciende hasta 1,45 prnoles/gr, mientras la del control en ese 
mismo tiempo es de 0,62 pmoles/gr. A los 180 minutos y al igual 
que ocurría en los controles ( pero ahora más acentuado), las di-
TABLA 17
Efecto del ácido mercaptopicolínico (AMCP) sobre las concentraciones hepáticas de glucosa 
lactato y glucógeno en ratas alimentadas "ad libitum".
TIEMPO GLUCOSA 
Control AMCP
LACTATO 
Control . AMCP
GLUCOGENO 
Control AMCP
90' 5,96-1 ,27 5,19-0,43
(4) (4)
0,62-0,17 
(5)
1,46-0,07 
(4)
29 ,8-9,94 
(5)
*  *
6,67±ü,43 
(4)
180 5,66-1,60 6,92-0,25
(6 ) (4)
0,88-0,46
( 6 )
1,75-0,15
(5)
103,7-27,6
(5)
+ *  *
23,3-6,12
(5)
Las ratas fueron sacrificadas 90 y 180 minutos después d^ ser alimentadas. Los metaboli- 
tos se expresaron en jimoles/gr. Los resultados son media - D.S., con el nümero de observa 
ciones entre paréntesis.Los valores significativamente diferentes con respecto al control 
se expresan : * P<0,05 ** P<0,01 .
ferencias con el minuto 0 son muy grandes. Del mismo modo existe 
ta m b ié n  variac ión  e s ta d ís t ic a m e n te  s ign if ica tiva  entre  la 
concentración de lactato a los 180 minutos entre los animales 
tratados y no tratados (1 ,75  jj.moles/gr y 0 ,8 8  j i m o l e s / g r  
respectivam ente).
La concentración de glucógeno hepático sufre una 
disminución muy acusada. A los 90 minutos tras la ingesta, la 
concentración de glucógeno, ha subido con respecto a los 0 
minutos, pero ha descendido sensiblemente en relación al grupo de 
animales no inyectados (durante el mismo tiempo). La disminución 
es también notable a los 180 minutos. La concentración es de 23,3  
|imoles/gr mientras que en los animales no tratados es de 91,4  
j im o le s /g r .
6.3.- Efecto del ácido m ercaptopicolínico sobre la fracción  
saponificable de los lípidos en hígado, tejido adiposo blanco v 
tejido adiposo marrón de ratas alimentadas ”ad libitum".
Al igual que ocurre en los controles (sin ácido 
mercaptopicolínico) la lipogénesis hepática se acelera  tras la 
realimentación. Por otro lado se produce un claro incremento en la 
velocidad de síntesis, tanto a los 90 como a los 180 minutos de 
la ingesta (Tabla 18).
TABLA 18
fcfecto del ácido mercaptopicolínico (AMCP) sobre la fracción saponificable de los lípi­
dos en hígado, tejido adiposo blánco (TAB) y tejido adiposo marrón (TAM) de ratas alimen 
tadas con dieta "ad libitum".
TIEMPO HIGADO 
Control AMCP
TAB
Control AMCP
TAM
Control AMCP
90
180
2,38-0,60
(6 )
5,47-1,60* 
(5)
4,44-1,32 
(5)
3,08-0,28
(9)
3
+  *  *  *  
8,94-0,31
(4)
a
4. *  *  *
7,21-0,48
(5)
3,81-2,16
(5)
1 ,970-0,43 
(3)
106,7-70,5 11,G96±1,22
33
(5) (3)
Las ratas fueron sacrificadas 0* 90 y 180 minutos después de ser alimentadas. Los resul­
tados se expresan en ^moles de H^O incorporado a lípidos/gr de tejido/hora. Media ± D.S., 
con el número de observaciones entre paréntesis. Los valores significativamente diferentes 
con respecto al tiempo 0 se expresan como *P<0,05 **P<0,01 ***P<0,001 ****pco,0001. LOs
valores significativamente diferentes con respecto al control se expresan 3P<0,05 33P<0,01 
333P<0,001.
"TABLA 19
Efecto del ácido mercaptopicolínico (AMCP) sobre los niveles de colesterol y escua­
leno en hígado de rata alimentada "ad libitum".
TIEMPO COLESTEROL 
Control AMCP
ESCUALENO 
Control AMCP
90 1 ,00-0,45 
( 6 )
0,921-0,10
( 1 0 )
0,137-0,06 
( 6 )
0,125-0,06 
( 10 )
180 0,745-0,24 
(5)
1 ,577-0,75* 
(3)
0 ,139-0,05 
(5)
0,105-0,085 
(3)
Las ratas fueron sacrificadas 90 y 180 minutos después ue ser alimentadas. Los resul 
tados se expresan en ^umoles/gr de tejidos /hora. Media - D.S., con el número de obser 
vaciones entre paréntesis. Los valores significativamente diferentes con respecto al 
control se expresan como * P<0,05.
En tejido adiposo blanco no se produce a los 90 
minutos (único estadio postrealimentación estudiado), ninguna 
modificación con respecto a las ratas no tratadas. Sin embargo en 
tejido adiposo marrón se observa a los 90 minutos tras la 
realimentación un claro descenso en la velocidad de síntesis de 
lípidos "de novo".
7. ESTU D IO  DEL E FEC TO  DEL A C ID O  M E R C A P T O P IC O L IN IC O  
EN LA R A TA  S O M E T ID A  A D IE TA  DE T IE M P O  R ESTR IN G ID O .  
A C C IO N  SO B R E  LA C O N C E N TR A C IO N  T IS U L A R  DE D ISTINTOS  
M E T A B O L IT O S .
7 .1 .-  Efecto del ácido mercaptopicolínico sobre los niveles de 
glucosa, lactato v Í3 hidroxibutirato en tubo digestivo v sanare de 
ratas sometidas a dieta a tiempo restringido
. Como puede apreciarse en la tabla 20 el ácido 
mercaptopicolínico produce un claro descenso en la concentración 
de glucosa gastrointestinal. Pasando de 4 32 ,5  jimoles/gr en el 
control a 177,76 jimoles/gr en las ratas inyectadas con ácido
TABLA 20
Efecto del ácido mercaptopicolínico (AMCP) sobre 
los niveles de glucosa, lactato y p hidroxibutirato en 
el tubo digestivo y sangre de ratas sometidas a dieta
con tiempo restringido.
TIEMPO
9 0 * i a o ‘
TUBO DIGESTIVO
Control 432,5^84,1 3 1 1 ,2 -1 0 9 ,4
glucosa (8) (5)
AMCP
j.
1 77 ,76 -1 1 ,5 4 3 4 ,2 -1 9 4 ,8
(4) (3)
Control 2 47 ,7^88 ,7 1 9 0 :9 -5 9 ,8
lactato (8) (7)
AMCP 2 1 9 ,7 -2 4 ,4 119 ,19 -10 *3
(4) (3)
SANGRE
Control 4 ,5 0 -0 ,8 5 5 ,1 3 ^ 0 ,3 8
glucosa (8) (7): 4. ★★
AMCP 4 ,3 1 -0 ,1 1 3 ,3 1 -0 ,6 0
(4) (3)
Control 1 ,2 1 -0 ,7 6 1 ,23^0,31
lactato (8) (7)
AMCP 2 ,9 6 -1 ,4 1 1 ,68^0 ,98
(4) (3)
Ccntrol 0 ,047^ 0 ,02 U ,064 ÍO ,03
8  hidroxibutirato. (7) (6 )\
AMCP 0 ,049^0 ,01 0 ,4 8 -0 ,1 0
( 4 ) (3 )
Las ratas fueron sacrificadas 90 y 180 minutos 
después de ser alimentadas. Los metabolitos se expresaron 
en jumóles/gr. Los resultados son media - desviación "standard" 
con el número de observaciones entre paréntesis. Los resul 
tados significativamente diferentes con respecto al grupo 
control se expresan * P<0,05 ** P<0,01 *** P<0,001
*** P<0,0001,
m ercaptopicolínico. A los 180 minutos la concentración de 
glucosa retorna a sus valores habituales. La concentración de 
lactato es la misma que en los controles a los SO minutos tras la 
ingesta, siendo sin embargo, a los 180 minutos, apreciablemente  
inferior a los controles. En la glucemia también se producen 
a lte rac iones  significativas a los 180 minutos después de 
a lim entada  la rata. Se produce un claro descenso de la 
concentración de glucosa en sangre, 3,31 pmoles/gr frente a los 
5,17  p.moles/gr. del control. El lactato se encuentra elevado en 
sangre a los 90 minutos tras la ingesta, mientras que retorna a 
sus valores habituales a los 180 minutos.
Por último, la concentración de Í3 hidroxibutirato es 
de 0 ,064  pm oles/gr a los 0 minutos. A los 90 minutos este 
m etab o lito  p e rm a n ec e  inm odificado, a s c e n d ie n d o  a 0 ,4 8  
pmoles/gr a los 180 minutos tras la ingesta.
7.2.- Efecto del ácido mercaptopicolínico sobre los niveles de 
glucosa, lactato y glucógeno hepático en rata sometida a dieta con 
tiempo restringido.
La concentración de glucosa hepática es menor en los 
animales tratados con ácido mercaptopicolínico, a los 180 minu-
tos tras la ingesta (no así a los 90 minutos), siendo de 6,46  
j im o les /gr en el control y 3 ,94  j im o le s /g r  en los anim ales  
tratados con ácido mercaptopicolínico (tabla 21).
Los niveles de lactato hepático no sufren, sin embargo 
modificación alguna.
El g lucógeno hepático  acu sa  una im portante  
disminución a los 180 minutos tras la ingesta. Con cifras control 
de 96,1 jimoles/gr que pasan a 0,19 jumoles/gr a los 180 minutos. 
Mientras que a los 90 minutos no se producía alteración alguna.
7.3.- Efecto del ácido ácido mercaptopicolínico sobre los niveles 
de lípidos saponificables en hígado, tejido adiposo blanco v tejido 
adiposo marrón de rata sometida a dieta a tiempo restringido.
El ácido mercaptopicolínico, como podemos observar 
en la tabla 22, produce una significativa disminución de la 
velocidad de síntesis de lípidos "de novo" a los 90 minutos. Con un 
control de 41,93 |imoles/gr/hora se pasa a 12,31 jim o les /gr/hora .-  
La diferencia queda neutra lizada a los 180 minutos tras la 
ingesta, debido a la elevada desviación standard del grupo control.
En el tejido adiposo blanco también hay un cierto
TABLA 21
Efecto del ácido mercaptopicolínico (AMCP) sobre los niveles de glucosa, lactato y glu­
cógeno en hígado de rata sometida a dieta a tiempo restringido.
TIEMPO GLUCOSA 
Control AMCP
LACTATO 
Control AMCP
GLUCOGENO 
Control AMCP
90 6,46-1,49 
( 8 )
5,90-0,62 
(4)
0,76-0,36
( 8 )
1,45±0,96 44,8-42,2 44,6±24,1
(4) (6 ) (4)
180 b,46^0,98 
(7)
* *
3,94-0,85
(3)
0,55-0,29
(7)
1 ,14-1,31 
(3)
06,1-17,1
(7)
X * * * *
0,19-0,23
(3)
Las ratas fueron sacrificadas 90 y 180 minutos después de ser alimentadas. Los metaboli- 
tos se expresaron en jimoles/gr. Los resultados son media - D.S. con el número de observa­
ciones entre paréntesis. Los valores significativamente diferentes con respecto al control 
se expresan: ** P<0,01 ****P<0,0001.
TABLA 2 2
Efecto del ácido mercaptopicolínico (AMCP) sobre los niveles de lípidos saponificables 
en hígado,tejido adiposo blanco(TAB) y tejido adiposo marrón (TAM) en ratas sometidas 
a dieta :con tiempo restringido.
TIEMPO HIGADO ^AB
Control AMCP Control AMCP
T TAM 
Control i) . AMCP
90 41,93-24,2 
( 8 )
12,307-4,02
(4)
98,59±87,8
( 8 )
27,09-23,7
(4)
291 ,64-1 13,4 41 ,52-44*2*
(7) (4)
180 24,92-20,9
(7)
9,991-2,54
(3)
123,04-120,5
(4)
1,42-0,51 166,5-137,6 14,348-2,47
(3) (7) (3)
Las ratas fueron sacrificadas 90 y 180 minutos después de ser alimentadas. Los resulta­
dos se expresan en jumóles de H20 incorporado a lípidos/gr de tejido/hora. Media - D.S., 
con el número de observaciones entre paréntesis. Los valores significativamente diferen­
tes con respecto al control se expresan como: * P<0,05 ** P<0,01 ***P<0,001,
descenso en la velocidad de síntesis pero de nuevo no es 
s ig n if ica t iv o .
En el tejido adiposo marrón sí se produce una clara 
disminución de la lipogénesis tanto a los 90 como a los 180 
minutos. A los 90 minutos el descenso es 41 ,52  p m o les /g r /h o ra ,  
frente a los 2 9 1 ,6 4  j im o le s /g r /h o ra  del control. A los 180  
minutos la caída es a 14,35 pmoles/gr/hora. Los efectos en este 
tejido son por tanto muy claros.
7.4.- Efecto del ácido ácido mercaptopicolínico sobre la síntesis 
de colesterol v escualeno en hígado de ratas sometidas a dieta a 
tiempo restringido.
Los efectos del ácido mercaptopicolínico observados 
en la tab la  22  se continúan en la tab la  23 sobre la 
colesterogénesis. En efecto, al igual que sobre la lipogénesis, la 
síntesis de colesterol se encuentra claramente disminuida.
A los 90 minutos después de ser alimentada la rata , 
las controles ofrecen unos valores de 2 ,78  p m o le s /g r /h o r a ,  
mientras que tras el tratamiento con ácido mercaptopicolínico
TABLA 23
Efecto del ácido mercaptopicolínico (AMCP) sobre la síntesis de colesterol y escua 
leño en hígado de ratas sometidas a dieta con tiempo restringido.
TIEMPO COLESTEROL ESCUALENO
Control AMCP Control
90* 2,78Í1,15 1,55^0,52 0,336¿0,13
(8) (4) (8)
180' 3,97¿2,49 1,57±0,29* 0,280¿0,34
(7) (3) (7)
/Las ratas fueron sacrificadas 90 y 180 minutos desphésde ser alimentadas. Los me- 
tabolitos se expresan en Rimóles de ^í^O incorporado / gramo de tejido fresco y por hora. 
Media i D.S. con el nü^ero de observaciones entre paréntesis. Sus diferencias signifi. 
cativas con respecto al control se expresan como * P<0,05.
AMCP
0,163^0,06* 
(4)
0 , 574-0,09 
(3)
estos valores descienden a 1 ,55 jim o les /gr/hora . A los 180  
minutos este descenso esta todavía presente, las ratas control 
ofrecen unos valores medios de 3 ,97 pm oles/gry las tratadas con 
ácido mercaptopicolínico 1,57 jj.mo!es/gr
El escualeno, por otro lado, también sufre una 
inhibición a los 90 minutos depues de la ingesta, pasando de 0,336  
jimoles/gr /hora a 0,163 pmoles/gr/hora. A los 180 minutos, sin 
embargo el escualeno no presenta ninguna modificación.
8. ESTUDIO COMPARATIVO DEL EFECTO DEL ACIDO 
DIC LORO ACETICO SOBRE LAS RATAS ALIMENTADAS Mad 
libitum” Y CON DIETA A TIEMPO RESTRINGIDO.
8 . 1 Efecto comparativo del ácido dicloroacético sobre distintos 
metabolitos en tubo digestivo v sanare de ratas alimentadas "ad 
libitum" y con dieta a tiempo restringido.
La concentración de glucosa en el tubo digestivo de 
las ratas a lim entadas "ad libitum" y tratadas con ácido 
dicloroacético (Tabla 24) está disminuida, cosa que no ocurre con 
el grupo sometido a dieta de tiempo restringido.
TABLA 24
A.L.
D.T.R.
Efecto comparativo del ácido dicloroacético (ADA) sobre distintos metabolitos en tubo 
digestivo y sangre en ratas alimentadas "ad libitum" (A.L.) y con dieta a tiempo restrin 
gido (D.T.R.).
TUBO DIGESTIVO 
Glucosa Lactato glucosa lactato
SANGRE
£> hidroxibutirato
Control 90» 423,6-16,0 232,03-93,8 4,92-0,12 1,35-0,37 0,040-0,01
(5) (5) (3) (5) (4)
ADA 90' + 3 369,9^40,9 316,97^33,0
aaa
2,59-0,33
. aga 
0,27-0,07
a
0,150-0,06
(4) (4) (4) (4) (4)
Control 90» 432,5-84,1 247,7-88,7 4,50^0,85 1,21^0,76 0,047-0,02
(8) (8) (8) (8) (4)
ADA 90' 333,2-107,5 424,4-133,0“ 5,31^0,53
+ ** 
1,27-0,49 0,100-0,0?
(4) (4) (3) (3) (3)
! Las ratas fueron sacrificadas 90 minutos después de ser alimentadas. Los metabolitos se 
expresaron en ^moles/gr. Los resultados son media - D.S.,con el número de observaciones 
entre paréntesis. Los valores significativamente diferentes con respecto al grupo "ad 
libitum" (A.L.), se expresan ** P<0,01. Los valores significativamente diferentes con 
respecto al grupo control se expresan a p<0,05 aa F<0,01 aaa P<0f001.
. La concentración de lactato en el tubo digestivo de ratas 
alimentadas "ad libitum" y tratadas con ácido dicloroacético, no 
presenta variaciones con respecto a su control. Las alimentadas  
con dieta a tiempo restringido, sin embargo, presentan unos 
niveles de lactato superiores a sus controles (424 p .m o les /g r  
frente a 247,7  p m o les /g r .) .
En fas ratas a lim entadas "ad libitum", el ácido 
dicloroacético produce a los 90 minutos tras la realimentación 
una clara hipoglucemia (2,59 jimoles/gr), cuestión que no ocurre 
en las ratas alimentadas "ad libitum". Esta diferencia es tanto en 
relación con su propio control, como con los animales en dieta a 
t iem po restringido . Con el lactato  san g u ín e o  se repite  
exac tam en te  lo mismo. Los niveles de lactato disminuyen  
ostens ib lem ente  con el ácido d ic loroacético  en las ratas  
alimentadas "ad libitum", mientras que los animales sometidos a 
dieta a tiempo restringido, no experimentan variaciones en sus 
valores habituales.
La concentración de Í3 hidroxibutirato sanguíneo, 
sufre un importante aumento en relación a sus respectivos  
controles, siendo de 0,150 pmoles/gr para el grupo "ad libitum" y
de 0 , 1 0 0  p m o les /g r  para los an im ales con d ieta a tiempo 
restringido, frente a unos controles con valores de 0 ,040  
jimoles/gr y 0 ,047 p m o les /g r .
8 .2 .-  Efecto com parativo del ácido d icloroacético sobre la 
glucosa, lactato v glucógeno en el hígado de ratas alimentadas "ad 
libitum" o con dieta a tiempo restringido
La concentración de glucosa hepática  no sufre  
variaciones sustanciales, en las ratas alimentadas "ad libitum" y 
sometidas a la acción del ácido dicloroacético. El grupo con dieta 
a tiempo restringido, sin embargo, experimenta un significativo 
aumento en la concentración hepática de glucosa a los 90 minutos 
tras la ingesta (8,45 pmoles/gr. frente a los 6 ,46  pm oles/gr del 
control)(tabla 25).
La concentración de lactato hepático desciende  
significativamente en los animales del grupo "ad libitum",' al igual 
que ocurría con el lactato sanguíneo.
La concentración de lactato hepático en ratas con 
dieta a tiempo restringido no sufre ninguna variación tras ser 
sometida a la acción del ácido dicloroacético.
TABLA 25
Efecto comparativo del ácido dicloroacético (ADA) sobre la glucosa, lactato y glucógeno
i.i.
en el hígado de ratas alimentadas "ad libitum" (AL) y con dieta a tiempo restringida (DTR).
A.L.
Control 90'
ADA 90'
Control 90'
ADA 90'
]yas ratas fueron sacrificadas 90 minutos después de ser alimentadas. Los metabolitos se 
expresaron en jühnoles/gr. Los resultados son media -  D.S., con el numero de observaciones 
entre paréntesis. Los valores significativamente diferentes con respecto a "ad libitum" se-1 
expresan como: *P<0,05 ***P<0,001. Los resultados significativamente diferentes con res­
pecto al control se expresan : ap<0,05 aaaap<0,0001.
GLUCOSA LACTATO GLUCOGENO
5,96-1 ,27 0,62-0,17 29,8±9,94
(4) (5) (5)
6,27±0,50 0,36—0,14 60,03^36,8
(4) (4) (4)
6,46-1,49 0,76¿0,36 44,8-42,2
<8) <8> . <6> I f f 8
8,45-1,428 1,71^1,19 166,8-1,81
Por último, el glucógeno hepático de las ratas con 
a lim en tac ió n  libre, no e x p e r im e n ta  m odificación tras su 
tratamiento con ácido dicloroacético. El glucógeno de los animales 
sometidos a dieta con tiempo restringido y tratados con ácido 
dicloroacético, experimenta un notable incremento.
El glucógeno a lcanza una concentración de 166,8  
p.moles/gr mientras que el control ofrece una cifra de 96,1 
p,moles/gr. Del mismo modo, la diferencia con relación a su 
homólogo con alimentación "ad libitum", es también considerable 
6 0 ,03  p.moles/gr ("ad libitum") y 166,8  j im o le s /g r  (d ieta  con 
tiempo restringido).
8 .3 . Efecto com parativo  del ácido dicloroacético  sobre la 
lipoaénesis v colesteroaénesis en ratas alimentadas "ad libitum" o 
con dieta a tiempo restringido.
La síntesis de lípidos "de novo" en el hígado está 
disminuida en los. animales tratados con ácido dicloroacético, 
tanto en una como en otra dieta (tabla 26). En el grupo "ad libitum" 
la disminución es de 2 ,27  jim o les /g r/h ora , frente a los 5 ,47  
jimoles/gr/hora del control. En las ratas sometidas a dieta con
'TABLA 26
Efecto comparativo del ácido dicloroacético sobre la lipogénesis y colesterogénesis en 
ratas alimentadas "ad libitum" (A.L.) 6 con dieta a tiempo - restringido (D.T.R.).
LIPOGENESIS 
HIGADO TAB TAM
COLESTEROGENESIS 
OOLESTERQL ESCUALENO
A.L.
Control 90*
ADA 90
D.T.R. Ccntrol 90'
ADA 90'
5,47-1,60 
(5)
2,273-1,16 
(4)
4 .
41,93-24,2
(8 )
3 
*  *
3,81-2,16
(5)
1,582-0,71 
(4)
98,59-87,8 
(8 )
106,7-70,5
(5)
79,19-10,1
(4)
291,6—113*4
(7)
20,235-4,48 14,316-14,03 193,6-77,5
(4) (4) (4)
0,745-0,24
(5)
1,969±1,22
(4)
j .  * *
2,78-1,15
(8)
33
0,695-0,5?
(4)
0,139Í0,05
(5)
1,279-0,98 
(4)
0,336±0,1*3*
(8 )
0,135^0,06
(4)
Las ratas fueron sacrificadas 90 minutos después de ser alimentadas. Los resultados se 
expresan en ^moles de H-O incorporado a lípidos/gr. de tejido/hora. Media - D.S., con 
el nOivero de observaciones entre paréntesis. Los valores significativamente diferentes 
con respecto al grupo "ad libitum" se expresan como *P<0,05 **P<0,01. Los valores signi 
ficativamente diferentes con respecto al grupo control se expresan 1P<0,05 a§P<0,01.
tiempo restringido la velocidad de síntesis habitual es de 41,93  
p m o les /g r /h o ra , cayendo a 2 0 ,2 3 5  j im o le s /g r /h o ra  tras la 
inyección de ácido dicloroacético. La diferencia existente en la 
velocidad de síntesis de lípidos entre los dos grupos de animales 
se conserva.
En el tejido adiposo blanco y tejido adiposo marrón no
se produce variación en la velocidad de síntesis para los animales
alimentados "ad libitum". Sí existe, sin embargo, una disminución 
m arcada en los animales con dieta a tiempo restringido(98,59  
pm oles/gr en el tejido adiposo blanco control y14 ,316  j im o le s /g r  
en las tratadas). En el tejido adiposo marrón, al igual que ocurría 
con el grupo "ad libitum", no existe modificación.
La colesterogénesis no se afecta tras el tratamiento
con ácido dicloroacético en el grupo "ad libitum". Las ratas con
dieta  a tiempo restringido sufren un claro descenso en la 
colesterogénesis. Tanto en la concentración del producto final, el 
colesterol (0 ,695  jimoles/gr frente a un control 2 ,78 pm oles/gt),  
como en la de su intermediario escualeno (0,135 jimoles/gr frente 
a un control 0,336 pmoles/gi).
9 .N IV E L E S  DE IN S U L IN A  EN R A T A S  A L IM E N T A D A S  CON  
D IETA  A T IE M P O  R ESTR IN G ID O .
La insu linem ia de ratas a lim entadas  con d ieta  a tiempo  
restringido no presento variaciones apreciables con respecto a las 
ratas alimentadas con dieta libre, como puede desprenderse de la 
observación de la tabla 27.
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TABLA 27
Niveles de insulina en ratas alimentadas "ad libitum" 
(AL) y con dieta a tiempo restringido (DTR) .
TIEMPO TRAS AL DTR
LA INGESTA
j x ü  I/ml
0* 6,26 -  0,63 (3) 7,96 -  3,59 (4)
10' 3,93 -  3,47 (7)
15' 5,38 - 3,69 (3)
20' 6,73 -  4,37 (6)
40' 6,52 -  4,21 (4)
60' 4,88 - 1,92 (4)
90' 7,49 i 1,73 (3) 8,64 -  3,46 (4)
Tras los correspondientes periodos de ayunas las 
ratas eran alimentadas con 5 gr de pienso. Las tomas de sangre 
se efectúan mediante catéter implantado en la carótida. Los 
resultados son media i S.D. con el número de observaciones entre 
paréntesis.
DISCUSION
1. COMPARACION DEL EFECTO DEL AYUNO EN LAS RATAS 
CON DIETA A TIEMPO RESTRINGIDO Y CON ALIMENTACION 
'ad libitum".
Durante el ayuno las concentraciones sanguíneas de 
lactato, acetoacetato y (3 hidroxibutirato en las ratas alimentadas 
con dieta a tiempo restringido son diferentes a las de las ratas 
con dieta libre. La lactacidemia esta más elevada en los animales 
con d ieta  a tiempo restringido. Este aum ento  tam bién lo 
encontramos en el tejido hepático, coincide con el hallado pór 
otros autores (Lawson et a l ,1976 y Veech y G uynn,1974). La 
diferencia en la concentración de cuerpos cetónicos entre los dos 
grupos es una constante que se repetirá a lo largo de todos los 
experimentos. Sin embargo el acetoacetato hepático, a diferencia 
del sanguíneo, no muestra una variación significativa con respecto 
al control. El cociente acetoacetato/B  hidroxibutirato hemático  
es de 0,72 en el grupo "ad libitum", mientras que en el animal con 
dieta a tiempo restringido es de 0,38. En el hígado, el cociente es 
de 0,78 en el grupo "ad libitum" y 1,01 en las ratas con dieta a 
tiempo restringido. Como vemos las diferencias en el cociente 
entre sangre e hígado son muy importantes, mientras que en el 
animal con dieta "ad libitum" no varían.
La concentración de ATP perm anece inmodificada, lo 
cual es un indicador de que la vitalidad del tejido y la técnica 
utilizada fueron las adecuadas.
La concentración de g lucosa -6 -fosfato fue similar 
con los dos tipos de dieta utilizados. Cassaza y Veech (1986) sí 
encuentran diferencias en el animal alimentado. Estos autores no 
han realizado ningún estudio de este tipo en ratas ayunadas.
Los niveles de acetil CoA se encuentran disminuidos 
en el animal con dieta a tiempo restringido, lo cual es compatible 
con la existencia de un aumento en la actividad de la acetil CoA 
carboxilasa descrita por Leveille (1 9 7 0 ) .  Como sabem os, el 
aumento en la actividad de este enzima es necesario para acelerar 
la biosíntesis de lípidos.
Por otro lado, los niveles de fosfoenolpiruvato y 2 
fosfoglicerato, se encuentran aumentados con respecto al control, 
lo cual puede ser indicativo de que la neoglucogénesis en estas 
ratas es más activa que la de las ratas en ayunas . Curi et al 
(1984) mantienen que las ratas con dieta a tiempo restringido 
poseen un flujo más continuado de nutrientes, gracias al retardo 
en el vaciamiento gástrico y a un flujo constante de carbonos a 
través de la gluconeogénesis hepática, que sigue funcionando  
durante más tiempo que en los animales con dieta "ad libitum". De 
esta forma los animales reservan su energía de almacenamiento y 
utilizan más "racionalmente" los nutrientes de la ingesta. Los 
resultados arriba expuestos coinciden con estos autores. En las
figuras 12 y 13 se compara el metabolismo de las ratas ayunadas 
en las dos dietas según los resultados obtenidos por nosotros.
2. E F E C T O  DE LA IN G E S T A  EN LAS R A T A S  C O N  D IETA  A 
T IE M P O  R E S TR IN G ID O .
La ingesta produce en las ratas con dieta a tiempo 
restringido, como en cualquier otro tipo de ratas, un gran 
aumento en la concentración de glucosa y lactato en el tubo 
digestivo (tabla 4).
En las ratas con dieta a tiempo restringido Curi et al 
(1984) encuentran un claro retardo en el vaciamiento gástrico y 
Leveille (1970) y Tepperman y Tepperman (1958) encontraron una 
mayor absorción de glucosa. Como se ha relatado en nuestros 
resultados no se aprecian estas diferencias con respecto a las 
ratas con alimentación "ad libitum" .
Sin em bargo , debem os cons iderar que Curi y 
colaboradores empiezan a observar diferencias significativas a 
las 10 horas de la ingesta. Mientras que nosotros nos ceñimos al 
estudio de la fase reabsortiva inicial. Por otro lado, los trabajos
FIGURA 12
Metabolismo de la rata "ad libitum" en ayunas.
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FIGURA 13
Metabolismo de la rata con dieta a tiempo restrin­
gido en ayunas
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de Leveille y Tepperm an y Tepperm an tuvieron lugar en ratas 
sometidas durante 3 semanas a la dieta a tiempo restringido, 
mientras que como se recordará, nuestros estudios han sido 
realizados en ratas alimentadas durante 10 días con el patrón de 
tiempo restringido.
La glucem ia y lactacidem ia no sufren dramáticas  
variaciones, tanto en la relación ayuno-ingesta  (durante los 
tiempos estudiados), como en la comparación con los animales que 
reciben una alimentación libre. Esto corrobora los trabajos de 
Leveille y Chakrabarty (1968).
Las concentraciones de glucosa hepática permanecen  
inmodificadas, tanto en relación con la concentración de glucosa 
hepática en ayunas, como comparando los dos tipos de dieta (tabla 
5). El lactato hepático en ratas ayunadas con dieta a tiempo 
restringido es significativamente mayor que el obtenido en ratas 
en ayunas con alimentación "ad libitum", lo cual concuerda con los 
trabajos de Lawson et al (1976) y Veech y Guynn (1974).
Los niveles de glucógeno hepático en ratas con dieta a 
tiempo restringido son similares a las halladas en ratas con dieta 
libre. Curi y colaboradores no observan tampoco variaciones en los
niveles hepáticos de glucógeno durante los mismos tiempos 
estudiados por nosotros.
Las similitudes que hemos visto en el tubo digestivo, 
sangre e hígado de ratas alimentadas con las dos dietas durante 
periodos absortivos, contrastan con las diferencias encontradas  
en el hígado de ratas ayunadas y con la lipogénesis en distintos 
te jidos. El efecto sobre la lipogénesis  lo d iscutirem os a 
continuación, mientras que las diferencias en hígado de ratas 
ayunadas lo estudiaremos en el acápite siguiente.
Como ya demostraron diversos autores (Dickerson, 
Tepperm an y Tepperm an y Leveille entre otros muchos), la 
velocidad de síntesis de lípidos se encuentra e levada en los 
animales sometidos a una dieta de tiempo restringido. Nuestros 
trabajos confirman también los hallazgos de Leveille (1970), en 
el sentido de que el tejido adiposo blanco de estas ratas es muy 
superior al hígado en la velocidad de síntesis de lípidos (tabla 6). 
Nosotros hemos estudiado también la lipogénesis en tejido 
adiposo marrón de ratas alimentadas mediante dieta a tiempo 
restringido y su comparación con el grupo alimentado "ad libitum". 
Como hemos visto en el capítulo de resultados, la lipogénesis se
encuentra acelerada en este tejido, al igual que en el resto de 
tejidos estudiados.
Al te jid o  a d ip oso  m arrón  se le c o n s id e ra  
generalmente un tejido catabólico. Pero sabemos que la velocidad 
de síntesis de ácidos grasos está más e levada  en animales  
aclimatados al frío que en las ratas (Trayhurn, 1979) y ratones 
(Trayhurn, 1981) control. Tam bién se encuentra aum entada la 
síntesis de ácidos grasos en otras circunstancias en donde se 
supone que el tejido adiposo marrón esta activado, como el 
"stress” al frío (Rath et al, 1979), alimentación con dieta de 
cafetería (Agius y cois. 1981) o con sacarosa (Granneman y Wade, 
1983). Incluso se ha llegado a sugerir un papel termogénico para 
el ciclo síntesis-degradación de ácidos grasos. (Trayhurn, 1981).
Sin em bargo, se han encontrado una serie de 
excepciones a la regla de: lipogénesis e lev a d a  cuando la 
termogénesis es alta. Por ejemplo, la «lipogénesis es baja en 
hamsters aclimatados al frío (Trayhurn, 1981) pero es alta en 
ratas fa/fa (Lavau et al ,1982) y ratón ob/ob (Mercer y Trayhurn, 
1983) (donde la termogénesis en tejido adiposo marrón es baja). 
La lipogénesis también resulta disminuida cuando se alimenta a
los animales con dietas de alto contenido en lípidos (Van der 
Brandt y Trayhurn, 1981 y Agius et al., 1983).
Del mismo modo, cuando la dieta de las crias de rata 
se cambia en el destete, de una dieta rica en lipidos a otra con 
alto contenido en carbohidratos, la lipogénesis en tejido adiposo 
marrón es estim ulada (Pillaly y Baily, 1 9 82 ) (aunque la 
termogénesis es entonces baja). Wright y Agius (1983) resumen 
estas observaciones sugiriendo que, cuando se produce una 
lipogénesis elevada, es más el resultado de una alta ingestión de 
carbohidratos en la dieta, que del frío (o la temogénesis) por sí 
mismo. Probablem ente cuando una d ieta  rica en lípidos es 
administrada se estimula la lipoprotein lipasa (Radomski y Orme 
,1971 y Carneheim et al., 1984). Estos hallazgos coinciden con el 
trabajo de Leveille en 1970 en el que, del mismo modo, hallaba 
mayor velocidad de síntesis de ácidos grasos en aquellas ratas 
alim entadas con dieta de tiempo restringido y pienso rico en 
carbohidratos. Igualm ente, la lipogénesis dism inuía cuando la 
alimentación era rica en lípidos.
En la mitocondria del tejido adiposo marrón, el 
producto final de la degradación de los carbohidratos, el 
piruvato, es un buen sustrato mitocondrial (Cannon et al, 1984),
no es por tanto, necesario convertir carbohidratos en lípidos. 
Cannon y Nedergaard (1985) proponen que la elevada lipogénesis 
podría ser debida a la necesidad de producir suficente cantidad de 
ácidos grasos libres (o sus derivados) para la activación de la 
termogenina. Así, la termogénesis puede tener lugar y el exceso de 
sustrato puede ser quemado. Pero esto no explica las excepciones 
señaladas anteriormente o nuestras observaciones, ya que en
estos casos la termogénesis debe, lógicamente, estar disminuida, 
si bien, nosotros no hemos realizado ninguna medida de la 
term ogénesis .
Es por tanto muy probable que la dieta con tiempo
restringido sea, junto con los ejemplos anteriormente expuestos,
una de las excepciones en las que coexisten una e levada  
lipogénesis y una termogénesis baja.
La velocidad de síntesis de colesterol es claramente  
superior en los anim ales a lim entados con d ieta a tiempo' 
restringido (tabla 7). Su velocidad de síntesis con respecto al
tiempo cero también se encuentra aumentada, al igual que ocurría 
con las ratas alimentadas "ad libitum".
Efecto de la cicloheximida.
C om o ya  ind icábam os en la in troducción , la 
cicloheximida adem ás de ser un inhibidor de la síntesis de 
proteínas da lugar a otros efectos. Nosotros utilizamos la 
cic lohexim ida para intentar a lterar la dirección del flujo de 
carbonos de la glucosa en el hígado durante la ingesta.
Como podemos observar en las tablas 8 y 12 la 
cicloheximida no produce ninguna alteración sobre los niveles de 
glucosa y lactato en el tubo digestivo durante los tiempos objeto 
de nuestro estudio, tanto en el grupo alimentado "ad libitum", 
como en e| sometido a una dieta de tiempo restringido. La 
glucemia sí se encuentra afecta por la cicloheximida. Se produce 
una clara disminución tanto en uno como en el otro grupo de 
animales. Estos resultados también fueron hallados por Roberts y 
cois. (1982) para animales alimentados "ad libitum". No se produce 
sin embargo, alteración en los niveles sanguíneos de lactato.
Del mismo modo, se producen importantes aumentos 
en la concentración de lactato hepático tanto en los animales con 
alimentación libre como a tiempo restringido (tablas 9 y 13). 
Nuestros resultados corroboran los encontrados por Roberts et al
(1 9 8 2 )  . Las concentraciones de glucógeno hepático sufren 
también una importante disminución a los 180 minutos de la 
ingesta, tanto en uno como en otro grupo de animales estos 
resultados son similares a los hallados en ratas alimentadas con 
dieta "ad libitum" por Cecil y Bitman, 1966; Wititsuwamakul y 
Kim, 1978; Roberts et al., 1982.
A tenor de los resultados obtenidos, la cicloheximida 
produce en las ratas con dieta a tiempo restringido, al igual que lo 
hace en las alimentadas "ad libitum", un aumento sustancial de la 
glucogenolisis y un incremento en el flujo glucolítico.
Nosotros hemos obtenido, al igual que Roberts et al 
(1982), un aumento en la velocidad de síntesis de lípidos en el 
hjgado de ratas tratadas con cicloheximida v alim entadas "ad 
libitum" (tabla 10). Pitsin y Titov (1985) han observado también, 
un incremento en la síntesis de glicerolípidos en el hígado de 
ratas alimentadas "ad libitum" y tratadas con cicloheximida.
A tenor de los resultados obtenidos en la tabla 10 , la 
cicloheximida no parece ejercer ninguna modificación sustancial
sobre la lipogénesis en el tejido adiposo blanco o marrón. Esta
dicotomía entre los efectos sobre hígado y tejido adiposo redunda
en e! conocido hecho de que la lipogénesis e n tejido adiposo no 
depende de las concentraciones de glucógeno hepático, cosa que si
ocurre con la lipogénesis del hígado
Por otro lado y refiriéndonos al grupo de ratas
a l im e n ta d a s  m e d ia n te  una d ie ta  a t ie m po restr ing ido ,
consideramos interesante el hecho de que la ve locidad de síntesis 
d e lípidos en es^ A X a ta s  permanece inmodificada (con tendencia a 
la disminución, ver tabla 14)...ELdescenso llega a ser patente en el 
tejido adiposo m arrón (90 minutos tras la ingesta).
Los niveles de co leste rol, tanto en el grupo "ad 
libitum" como en el de d ieta a tiempo jgstringido, permanecen sin 
ninguna alteración (tablas 11 y 15). Los trabajos de Raulston y 
otros (1980) en' homogenados hepáticos, mostraron una clara  
inhibición de la síntesis de esteróles a partir de acetato (pero no 
de mevalonato) en ratas tratadas con cicloheximida y alimentadas 
"ad libijum".
Acido Mercaptopicolínico
C om o ya hemos dicho an te r io rm en te  el ácido  
mercaptopicolínico es un inhibidor de la gluconeogénesis hepática
en el paso de la fosfoenol piruvato carboxikinasa. El ácido 
m e rc a p to p ic o lín ic o , lo u til izam os fu n d a m e n ta lm e n te  para  
investigar el efecto de la inhibición de la gluconeogénesis sobre 
la síntesis de glucógeno tras la ingesta en los dos grupos de ratas.
i
Los animales, tanto de un grupo como del otro, 
tratados con ácido mercaptopicolínico, presentaron unos niveles 
de glucosa inferiores a los hallados en los controles (tablas 16 y 
20). Esta disminución en la concentración de glucosa es de difícil 
interpretación, ya que podría indicar un aum ento del tránsito 
gastrointestinal o bien un aumento en la velocidad de absorción o 
simplemente un efecto "per se" del ácido mercaptopicolínico. El 
lactato del tubo digestivo también estuvo disminuido a los 90 
minutos de la realimentación en anim ales alim entados "ad 
lib itum ".
Tanto en los animales con alimentación "ad libitum" 
como en aquellos sometidos con una dieta a tiempo restringido, el 
ácido mercaptopicolínico produce una disminución _de_ la glucemia. 
Si bien, esta disminución solo es patente a los 180 minutos tras 
la ingesta en el grupo con dieta a tiempo restringido, mientras que 
el efecto ya es significativo a los 90 minutos en los animales con 
una alimentación libre. En el caso de que ese aumento en el
vaciamiento gastro intestina l fuera cierto, esto podría contribuir 
a la disminución en el tiempo de absorción de glucosa y dar lugar 
al descenso de la glucemia, aunque la causa fundamental seguiría 
siendo la inhibición de la gluconeogénesis. E l aumento e n la 
concentración de lactato sanguíneo a los 90 minutos después de la 
ingesta en las ratas con dieta a tiempo restringido y tratadas con 
acido mercaptopicolínico, sugiere una acumulación de lactato, 
dado^ que este no p uede ser usado por e L  hígado en la 
gluconeogénesis. Esta puede ser una de las causas por las que el 
Í3- hidroxibutirato se encuentra aumentado en sangre a los 180 
minutos de la ingesta e n las ratas con dieta_ a_tiempo restringido.
En hígado la concentración de glucosa a los 180  
minutos en las ratas con dieta a tiempo restringido, es la única 
que disminuye, mientras que el lactato, si bien tiende a aumentar 
en todos los casos estudiados, tan solo lo hace significativamente 
en los animales alimentados "ad libitum" (90 minutos) (tablas 17 
Y 21).
Mención aparte merece el glucógeno. La disminución 
en la concentración hepática de glucógeno puede ser percibida 
tanto a los 90 como a los 180 minutos tras la realimentaciórPeñ" 
las ratas alimentadas "ad libitum". Mientras que en los animales
alimentados con dieta a tiempo restringido, esta disminución se 
hace patente a los 180 minutos. Estos resultados concuerdan con 
otros trabajos (Sug d e n et al. , 1 983^J)Jew y
parecen indicar varias cosas: 1Q. La vía gluconeogénica esta
envuelta en la síntesis de glucógeno; 2 Q. El lactato como 
precursor de la gluconeogénesis es un sustrato para la síntesis de 
glucógeno. 3 S. La v ía  d irecta  de s íntes is  d e ^ r u c o g e r T i r  
(g lucosa->G lucosa-6-fosfa to-->g lucógeno) es menos efectiva que 
la via ind i recta.
Los resultados de la síntesis de lípidos_son de gran 
interés. En las ratas alim entadas "ad libitum” (tabla 18) J a  
lipoaériesis se  encuentra ostensiblemente acelerada en hígado, 
m ientras que en tejido a d iposo blanco no se producen  
modificaciones y en el tejido adiposo marrón tiene lugar una clara 
inhibición. En las ratas alimentadas con dieta a tiempo restringido 
(tabla 22) obtenemos resultados opuestos en el hígado. En efecto, 
el ácido mercaptopicolínico produce una clara inhibición de la 
velocidad de síntesis a los 90 minutos tras la ingesta. Sin' 
embargo, el comportamiento del tejido adiposo es similar ^  de 
las ratas con alimentación libre. En el tejido adiposo blanco no
hay modificación alguna, mianlras^que^.en el.teiijdc„.adiposo^ jmárrofT"
el ácido mercaptopicolínico produce (al igual que en el hígado) una 
disminución en la velocidad de síntesis de los lípidos.
El ácido mercaptopicolínico produce un descenso
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generalizado de los niveles de colesterol y escualeno hepáticos en
am bos grupos de ratasj ta b la s  19 y 23).
El efecto del ácido m ercaptop icolín ico sobre la 
lipogénesis hepática en ratas con alimentación libre, lo podemos 
interpretar como un desvío del lactato hacia la síntesis de ácidos 
grasos. Esta desviación parece ser muy específica, ya que el acetil 
CoA es un precursor común para el colesterol y la síntesis de 
ácido grasos. Parece por tanto, que en las ratas alimentadas "ad 
libitum", cuando la gluconeogénesis está inhibida, el lactato y 
otras unidades de tres carbonos son dirigidas hacia la lipogénesis 
y cuando esto no ocurre, la síntesis de glucógeno es la vía 
p re ferenc ia l.
Nuestros resultados en ratas alimentadas con dieta 
libre coinciden con los hallazgos de Foster (1984) Katz y McGarry 
(1984) y Wieland y cois. (1972). Sin embargo las observaciones 
hechas por Agius y Williamson (1981), Sugden y cois. (1981) y 
Holness y cois. (1986) indican que, si bien la administración de 
glucosa aumenta la concentración hepática de lactato y piruvato e 
incrementa la concentración de glucógeno hepático, no consigue 
a u m e n ta r  la lipogénesis  hepática . El hecho de que las 
concentraciones hepáticas de lactato y piruvato sean similares en
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las ratas realimentadas con glucosa que en las ratas alimentadas, 
les induce a pensar que la disponibilidad de sustrato no es un 
factor limitante de la lipogénesis.
Efecto del ácido dicloroacético.
EL ácido dicloroacético es un inhibidor de la protein 
kinasa envuelta en la regulación del complejo de la piruvato 
deshidrogenasa (Whitehouse y Randle, 1973; Whitehouse et a l . ,  
1974). Crabb y cois. (1981) consideran que el metabolismo del 
tubo digestivo se encuentra escasam ente afecto por el ácido 
dicloroacético. Nosotros hemos hallado una disminución en la 
concentración  de glucosa en el tubo digestivo de ratas 
alim entadas con dieta  "ad libitum", sacrificadas 90 minutos 
después de ser realimentadas tras un periodo de 24 horas de 
ayuno (tabla 24). Estos resultados contrastan con los hallados por 
Eichner y cois (1974) para el dicloroacetato diisopropilamónico. 
Este autor, no encontraba alteración en el mecanismo de 
transporte de glucosa en el yeyuno en ratas diabéticas o con dieta 
normal.Del mismo modo en ratas con dieta a tiempo restringido se 
aprecia  minutos tras la ingesta, un claro aum ento en la 
concentración de lactato (tabla 24). Diamond y cois. (1980) sin
embargo, no observaron en perros alteraciones en la producción 
esplácnica de lactato. Estos resultados son ,por tanto, de difícil 
explicación. La concentración plasmática de glucosa y lactato se 
encuentra disminuida por la acción del ácido dicloroacético, este 
hecho ha sido observado por innumerables autores (ver referencias 
en Crabb et al 1981). La disminución en la glucemia se explica o 
bien como una disminución en los sustratos de la gluconeogénesis 
o según otros (Diamond et al , 1979, 1980a,1980b) es debido a un 
aumento en la captación de glucosa por los tejidos. En contraste 
con los resultados obtenidos por Diamond y cois en animales  
ayunados enteros, la utilización de glucosa disminuyó en el 
estudio e fectuado por Searle  y cois. (1 9 75 ) no obstante, 
p o ster io rm en te  (S e a r le  et al 1 9 7 6 )  encontraron  que la 
administración de ácido dicloroacético a largo término aumentaba  
la oxidación de la glucosa. Crabb y Harris (1979) encontraron que 
el ácido dicloroacético causa una pequeña, aunque significativa, 
inhibición de la gluconeogénesis proveniente de precursores de 
tres carbonos. Nuestros trabajos también muestran la clara  
dism inución de la g lucem ia  y lac tac id em ia  de anim ales  
alimentados "ad libitum". Sin embargo en los animales con dieta a 
tiempo restringido los valores no se alteran.
El oxalato, metabolito del catabolismo del ácido
dicloroacético, inhibe la gluconeogénesis a partir de lactato en 
hepatocitos aislados (Crabb y Harris, 1979; Yount y Harris, 1980). 
La inhibición de la piruvato carboxilasa parece ser el mecanismo 
fundamental responsable de la inhibición de la gluconeogénesis 
(Yount y Harris, 1980).
El ácido dicloroacético no aumenta la oxidación de la 
glucosa [”* 4 C] en hepatocitos dé ratas alimentadas "ad libitum" 
(Misbin, 1979). Disminuye muy ligeramente la utilización neta de 
glucosa en hepatocitos de ratas con dieta a tiempo restringido y 
no afecta a la concentración de glucógeno.
Claus y Pilkis (1977 ) encontraron que el ácido 
dicloroacético estimulaba la incorporación de ^ C O g H N a  y lactato
[1-"*^C] a la glucosa en hepatocitos de ratas alimentadas. Esto 
sugiere que el ácido dicloroacético produce una estimulación del 
flujo a través de la piruvato carboxilasa. Estos resultados no 
coinciden con los reseñados más arriba. En efecto, el ácido 
dicloroacético estimula la gluconeogénesis, pero el oxalato , uno 
de los catabolitos del ácido dicloroacético, inhibe esta vía. Por 
ello cuando la concentración de ácido dicloroacético es elevada o 
cuando se incuba a los hepatocitos con medios pobres en 
bicarbonato (medio pobre en los componentes de la lanzadera del
malato-aspartato) (Crabb y Harris, 1979; Harris y Crabb, 1978; 
Yount y Harris, 1980) ¡a gluconeogénesis queda inhibida. El 
mecanismo exacto por el cual se estimula la gluconeogénesis en 
hepatocitos aislados de ratas alimentadas permanece oscuro, pero 
este efecto debe ser producido por un aumento en la producción 
de acetil CoA por la piruvato deshidrogenasa. Como sabemos el 
acetil CoA es un activador alostérico de la piruvato carboxilasa. 
Un aumento en los niveles de acetil CoA estimularía por tanto la 
carboxilación del piruvato y consecuentemente la gluconeogénesis.
Nosotros hemos encontrado un importante incremento 
en la concentración de glucosa hepática en los animales con dieta 
a tiempo restringido, mientras que los valores de glucosa hepática 
en las ratas con alimentación libre no sufrían modificaciones
(tabla 25). El lactato hepático de los animales con dieta a tiempo
restringido no sufre modificación, mientras que el de los animales
con dieta "ad libitum" se encuentra disminuido.
La glucogenolisis no parece afectarse por el -ácido 
dicloroacético o sus metabolitos en hepatocitos de ratas con dieta 
a tiempo restringido (Crabb et al 1976). El glucógeno hepático no 
sufre en nuestro trabajo ninguna modificación en las ratas con 
dieta libre, sin embargo experimenta un importante aumento en 
los animales con dieta a tiempo restringido.
La farm acocinética del ácido dicloroacético no es 
lineal (Wells et al., 1980), parte del ácido dicloroacético en 
plasma se une a proteínas. Esta puede ser una de las explicaciones 
de la diferencia de resultados entre los estudios "¡n vivo" e "¡n 
vitro".
En nuestro estudio hemos observado una clara  
inhibición en la velocidad de síntesis de lípidos en hígado en los 
dos grupos de ratas (tabla 26). En hepatocitos preparados de ratas 
con alimentación a tiempo restringido y ratas obesas Zucker a 
una concentración 1 mM, causó una significativa estimulación en 
la incorporación de ^ H 2 0  a ácidos grasos (Crabb y cois, 1976;
McCüne et al. ,1980). Sin embargo, el ácido dicloroacético a más 
altas concentraciones (>2 mM) es menos efectivo como estímulo 
de la síntesis de ácidos grasos. El ácido dicloroacético a una 
concentración 10 mM puede incluso inhibir el proceso (Crabb y 
cois, 1976). Misbin (1979) encontró también una clara inhibición 
de la incorporación de ["*4 C] acetato, glucosa [1 4 C ] y  ^ H 2 O a
ácidos grasos en hepatocitos de ratas alimentadas "ad libitum" e 
incubados con ácido dicloroacético 10 mM. El hecho de que sean 
necesarias elevadas concentraciones de ácido dicloroacético para 
producir una inhibición, induce a pensar que son los productos del 
catabolismo del ácido dicloroacético (glioxilato y oxalatato) los
causantes de la inhibición en la síntesis de ácidos grasos  
enm ascaran do , de esta form a el efecto sobre la piruvato 
deshidrogenasa.
El ácido dicloroacético no ha producido ninguna 
alteración en la síntesis hepática de colesterol en los animales 
alimentados "ad libitum", sin embargo el grupo con dieta a tiempo 
re s tr in g id o  su fr ió  una im p o rta n te  in h ib ic ió n  en la 
co lesterogénesis  (tabla 26 ). Stacpoole (1980 ) ha informado  
recientem ente que el ácido dicloroacético inhibe la B-hidroxi 
B-metilglutaril CoA reductasa hepática de rata, que es el enzima 
lim itante de la biosíntesis de colestero l. Los estudios se 
efectuaron en ratas con ciclo lumínico invertido, pues durante la 
fase oscura es cuando las ratas sintetizan mayor cantidad de 
colesterol. La inhibición parece ser debida a los catabolitos  
(oxalato y glioxilato) del ácido dicloroacético, Misbin (1979) no ha 
encontrado  inhibición de la b iosín tesis  de colestero l en 
hepatocitos aislados. Pero las ratas utilizadas por él no se 
encontraban en ciclo lumínico invertido. Debemos de hacer notar, 
que la disminución en la velocidad de síntesis de colesterol, tuvo 
lugar en aquellos animales que tenían acelerada, de alguna forma, 
la velocidad de síntesis de colesterol. Mientras que en aquellos
-1 2 4 -
donde la velocidad de síntesis era baja, no se produjo ninguna 
a lte rac ión .
La síntesis de ácidos grasos tiende hacia la inhibición 
en el tejido adiposo blanco de ratas con dieta libre, si bien, debido 
a la elevada desviación "standard" del control, la inhibición no se 
hace significativa. Sí lo es, sin embargo, en las ratas con dieta a 
t iem p o  restr ing ido . S tan sb ie  y S h err if f  (1 9 7 8 )  tam bién  
encontraron inhibición de la síntesis de ácidos grasos en tejido 
adiposo blanco. El ácido dicloroacético parece activar la piruvato 
deshidrogenasa en tejido adiposo (Whitehouse et al , 1974). Sobre 
el tejido adiposo marrón parece ejercerse una cierta inhibición 
por el ácido dicloroacético, pero ésta no llega a ser significativa.
2.1. ;P o r  qué la lipoaénesis es más alta en ratas con dieta a 
tiempo restringido?.
El hecho de que la lipogénesis es más alta en ratas 
con dieta a tiempo restringido ha sido constatado mediante  
diversas técnicas, por un buen número de autores, sin embargo, 
pocos han sido los que han ofrecido explicaciones más o menos
plausibles sobre el particular. Tal y como Leveille (1970) y 
C asazza  y Veech (1986) han demostrado, la adaptación fisiológica 
de la actividades enzimáticas sufridas por los animales es muy 
profunda. Sin embargo, ninguno de estos autores llega a dar una 
convincente explicación del hecho.
Leveille (1970) observó durante la primera hora, tras 
la ingesta, que la glucemia de las ratas con dieta a tiempo 
restringido aum entaba menos que la de las ratas con dieta libre. 
Tanto  cuando la adm in istrac ión  de g lucosa era oral o 
intraperitoneal, la glucemia aumentó menos y volvió antes a los 
valores normales que en los animales alimentados con dieta libre. 
A los 60 minutos ambos grupos presentaban glucemias similares.
La ¡dea de que se produjera un pico de insulina en las 
primeros momentos de la ingesta nos pareció atractiva. Medidos, 
por tanto, los niveles de insulina en el plasma de ratas antes y 
durante la ingesta, no observamos en ningún momento aumentos 
significativos (ver tabla 27). Curi y cois (1 984 ) obtuvieron  
durante la segunda sem ana de dieta a tiempo restringido los 
m ism os resu ltados que nosotros. Las únicas d iferencias  
importantes encontradas por ellos se hallan durante la primera 
semana; a partir de la segunda semana desaparecen. De la 4 a la 20 
semana no existen tampoco diferencias (Curi y Shinomiya Hell, 
19 86 ).
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Esto nos induce a pensar en la existen cia de una 
acción hormonal m ediada por la insulina durante la primera 
semana, para posteriormente dar paso a una inducción enzimática 
que sería la que, a largo plazo, originaría el aumento en la 
lipogénesis.
Es obvio que existen amplias lagunas en nuestros 
postulados. En efecto, la falta de información sobre la primera 
semana de dieta a tiempo restringido, nos da pie para el inicio de 
una nueva línea de investigación sobre los niveles de insulina y la 
lipogénesis en la primera semana, así como el estudio de la 
inducción enzim ática en la lipogénesis y en el ciclo de las 
pentosas en los primeros días de la dieta a tiempo restringido.
3. R E LA C IO N  EN TR E LOS E FEC TO S S O B R E  LO S N IVELES DE 
G L U C O G E N O  H EPATIC O  EN LA S IN TESIS  DE L IP IDOS.
A tenor de los resultados obtenidos, tanto la glucosa 
como el lactato, son dos buenos precursores para la síntesis de 
glucógeno.
Tal y como postulan Foster (1984) y Katz y McGarry 
(1 9 8 4 ) ,  la disponibilidad de lactato parece  influir sobre la 
lipogénesis. El tratamiento de las ratas con cicloheximida y ácido 
mercaptopicolínico, produce en las ratas con dieta libre, un claro 
aumento de la velocidad de síntesis de ácidos grasos. Sin embargo, 
en los animales con dieta a tiempo restringido, el tratamiento con 
estos dos productos produjo una c ie rta  inhibición de la 
lipogénesis en tejido adiposo marrón. Mientras el resto de los 
tejidos estudiados permanecían inmodificados. El tratamiento con 
ácido mercaptopicolínico en estas mismas ratas, produce una 
clara disminución de la lipogénesis, tanto en hígado como en 
tejido adiposo marrón. Esto se acom paña  de una rotunda  
disminución en la concentración de glucógeno hepático.
Así pues, en los animales sometidos a dieta a tiempo 
restringido, la inhibición de la gluconeogénesis produce, al igual 
que en los animales con dieta libre, una clara disminución del 
glucógeno hepático. Sin embargo, mientras en estos últimos la 
disminución del glucógeno hepático aumenta la síntesis de lípidos, 
en el grupo de animales sometidos a dieta a tiempo restringido se 
produce una disminución en la lipogénesis. Parece como si la
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piruvato deshidrogenasa continuara inhibida en las ratas con dieta 
a tiempo restringido.
El hígado perm anece en situación gluconeogénica  
durante el periodo postabsortivo.
Todas estas observaciones están en conexión con el 
papel de algunos enzimas claves durante el periodo postabsortivo.
La fructosa 2,6 bisfosfato es un potente regulador 
alostérico de la 6 fosfofructo 1 kinasa y de la fructosa 1,6  
bisfosfatasa hepática. Cuando la concentración de glucosa está 
elevada, los niveles de fructosa 2 ,6  bisfosfato son altos y la 
gluconeogénesis está inhibida. Cuando la glucosa no es abundante, 
los n ive les  de fructosa  2 ,6  b isfosfato  son bajos y la 
gluconeogénesis está elevada. Los resultados de este estudio, 
m uestra  que durante  los primeros m om entos del periodo  
postreabsortivo la glucosa es abundante, lo cual recuerda la 
situación de la paradoja de la fructosa 2 ,6  bisfosfato (ver 
introducción). C laus et al., (1984) hallaron bajos niveles de 
fructosa 2 ,6  bisfosfato durante las primeras fases del periodo 
postabsortivo, lo cual concuerda con un proceso gluconeogénico 
activo, incluso en presencia de glucosa. Estos resultados están en
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acuerdo con los encontrados por Kuwasim a et al. (1984), los 
cuales sugieren que la fructosa 2,6 bisfosfato podría ser una 
señal para la atenuación del flujo gluconeogénico hacia glucógeno 
cuando los depósitos de éste ya se encuentren saturados.
La piruvato desh id ro genasa  es un enzim a que
posiblemente controla el destino de las unidades de tres carbonos 
(Holness et al 1986). Nuestros resultados en ratas "ad libitum"
parecen demostrarlo. Esta enzim a cataliza  la conversión de 
piruvato a acetil CoA. Esta reacción no está en el equilibrio,la 
enzima se activa con el piruvato. La piruvato deshidrogenasa es un 
importante lazo metabólico entre la glucolisis y lipogénesis. La
piruvato deshidrogenasa se encuentra controlada mediante el 
siguiente ciclo (figura 14 ).
Una piruvato deshidrogenasa relativamente inactiva 
podría asegurar un máximo flujo gluconeogénico hacia la síntesis 
de glucógeno mediante la restricción de la utilización de los 
intermediarios de tres carbonos en la producción de acetil CoA.
Dada la gran cantidad de resultados expuestos, nos 
parece conveniente, para terminar, incluir un pequeño cuadro 
resumen de las principales diferencias halladas (ver figura 15 ).
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FIGURA 14
Ratas
ayunadas
Ratas
aliraéntadas
i
— A
u>
— i
I
Cuadro comparativo resumen.
Hígado (dieta a tiempo restringido)
\  piruvato l  hicroxibutirato
f lactato = acetoacetato
l  acetil Co A | 2pG
f fosfoenolpiruvato
Sangre (dieta a tiempc 
restringido) 
f lactato
\  acetoacetato
^ hidroxibutirato
DTR
f lipogénesis f colesterogénesis
Híqado T. digestivo Sancrre
con cicloheximida 
AL f lipogénesis hepática 
DTR = lipogénesis hepática 
lipogénesis TAM
AL \  glucógeno 
DTR ^ glucógeno
AL f lactato
AMCP
AL f lipogénesis hepática 
^ lipogénesis TAM 
DTR = lipogénesis hepática y TAM
AL \  glucógeno 
DTR ^ glucógeno
DTR | glucosa 
^ lactato
ADA
AL \  lipogénesis hepática 
DTR | lipogénesis hepática y TAB 
I colesterogénesis
AL \  lactato 
DTR f glucógeno 
f glucosa
AL ^ glucosa 
DTR
\  lactato
AL ^ glucemia
^ lactacidemií
CONCLUSIONES
CONCLUSIONES
1 El metabolismo de las ratas sometidas a dieta a tiempo 
restringido, en ayunas, es diferente al de las ratas con 
alimentación "ad libitum".
2 .- La lipogénesis es superior en el hígado, tejido adiposo blanco y 
tejido adiposo marrón de los animales sometidos a dieta de 
tiempo restringido.
3.- La colesterogénesis es mayor en las ratas con dieta a tiempo 
restringido.
4.- La gluconeogénesis es la vía más importante para la síntesis 
de glucógeno durante el inicio del periodo postabsortivo.
5.- Cuando la gluconeogénesis está bloqueada, el lactato se 
redirige hacia la lipogénesis.
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